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“Para hacer una tarta de manzana, primero tienes que crear un Universo™
- - ¥ \

Carl Edward Sagan (1934-1996)
Astronomo, ganador de un Pulitzer y medalla de la NASA

OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo general que se pretende en esta Tesis Doctoral es el empleo de la
quimioluminiscencia y electroquimioluminiscencia por las ventajas que presen-
ta en cuanto a facilidad de utilizacion, portabilidad, versatilidad, sensibilidad y
bajo coste, para la puesta a punto de métodos rapidos de analisis quimico, em-
pleando la metodologia de analisis por inyeccion en flujo (FIA) para desarrollar

una cromatografia a baja presion y de sensores opticos de un solo uso.

Ademas se ha aplicado a la determinacion de analitos en diversas matrices, tan-
to en cosmética, control medioambiental o diagnostico clinico, metodologias
que conllevan un aumento de la selectividad tales como separaciones a baja
presion o con reacciones selectivas desarrollando sensores de un solo uso que

permiten la determinacion cuantitativa.

Por lo tanto, los objetivos especificos planteados en esta Memoria son:
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Objetivos

Desarrollar nuevos métodos de analisis por inyeccion en flujo (FIA)
don deteccion quimioluminiscente para la determinacion rapida y selec-
tiva de mezclas de analitos mediante el estudio de las posibilidades que

ofrece el uso de columnas monoliticas como elemento separativo.

Determinar los conservantes metilparaben, etilparaben, propilparaben y
butilparaben en cosméticos, por métodos FIA quimioluminiscentes con

separacion previa mediante columnas monoliticas.

Poner a punto un método FIA con deteccion quimioluminiscente y se-
paracion previa con columnas monoliticas para la determinacion con-
junta de floroglucinol, acido 2,4-dihidroxibenzobico, acido salicilico,

metilparaben y n-propil galato en dermocosméticos.

Establecer las condiciones separativas Optimas en conjuncion con las
medidas quimioluminiscentes para conseguir la mejor composicion de
la disolucion portadora y optimizar las condiciones de elucion y detec-

cion para los diferentes analitos.

Caracterizar analiticamente los diferentes métodos desarrollados y de-
mostrar su utilidad para el analisis de muestras reales, asi como validar

los resultados con métodos de referencia.

Contribuir al desarrollo de la portabilidad del analisis quimico desarro-
llando metodologias analiticas para la determinacion de analitos in situ.
En concreto, mediante sensores de un solo uso de tipo dptico basados

en la medida de quimioluminiscencia 6 electroquimioluminiscencia.
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10.

11.

Elegir el soporte, la membrana, los sistemas de inmovilizacién de reac-

tivos y enzimas para disefiar el formato optimo para cada sensor.

Adquirir habilidades técnicas necesarias para la construccion, caracteri-
zacion, desarrollo y conservacion de sensores de un solo uso en las de-

terminaciones quimio y electroquimioluminiscentes.

Desarrollar y caracterizar un sensor quimioluminiscente de un solo uso

para la determinacion de hipoclorito en aguas.

Desarrollar un biosensor quimioluminiscente de un solo uso para la de-

terminacion de lactato en el campo alimentario.

Desarrollar y caracterizar un biosensor electroquimioluminiscente de un
solo uso para la determinacion de lactato en el campo clinico como

herramienta rapida de analisis cuantitativo.
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INTRODUCCION






*““La mejor forma de tener una buena idea es tener un monton
de ideas”

\
\

Linus Carl Pauling (1901-1994)
Premio Nobel de Quimica en 1954

“Si tengo mil ideas y solo una termina por funcionar, me
siento satisfecho™

Alfred Nobel (1833-1896)
Quimico sueco fundador de los premios Nobel

“El valor de una idea reside en el uso que se le puede dar”

Thomas Alva Edison (1847-1931)
Inventor estadounidense
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

La obtencion de informacion de calidad del problema bajo estudio de forma que
presente la minima incertidumbre (maxima veracidad) y la simplificacion del
procedimiento analitico robusteciéndolo de forma que sea cada vez mas inde-
pendiente de la habilidad del operador, son algunas de las tendencias actuales de

la Quimica Analitica.

En esta Memoria de Doctorado nos hemos centrado en el uso de una propiedad
de la materia como es la quimioluminiscencia y en su aplicacion al analisis
quimico en dos vertientes diferentes que tienen de comun la puesta a punto de
metodologias de trabajo simples y de bajo costo. Por una parte, el desarrollo de
métodos cromatograficos de baja presion basados en mini-columnas monoliti-
cas y esquemas tipo FIA con deteccion quimioluminiscente lo que conducira a
métodos con buena capacidad de separacion y sensibilidad para cada compo-
nente. Por otra parte, se estudiara la posibilidad de emplear medidas de quimio-
luminiscencia para la transduccion en sensores desechables, tratando de salvar
las dificultades que supone la inmovilizacién de reactivos y la medida de la
sefal cinética que se genera tras la reaccion con el problema. A continuacion, se
desarrollaran de forma sucinta algunos aspectos sobre los que se trabaja en esta

Memoria de Doctorado con objeto de situar el estado del arte.

1.1. Quimioluminiscencia y Electroquimioluminiscencia
Es especialmente interesante dentro de las técnicas Opticas el empleo de la lu-

miniscencia, la cual se refiere a la emision de radiacion (Vis/IR) que ocurre
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cuando una molécula en estado excitado se relaja radiativamente a su estado
fundamental (Vis/IR). La producciéon de ese estado excitado a partir de distintas
reacciones quimicas origina la llamada quimioluminicencia (QL), siendo deno-
minada bioluminiscencia (BL) cuando esta emision de luz se debe a reacciones
quimicas que tienen lugar en organismos vivos. Si esa reaccion, que posterior-
mente genera emision, se inicia electroquimicamente se le denomina electro-
quimioluminiscencia o luminiscencia electrogenerada (EQL). Esta conversion
de energia eléctrica en energia radiante, supone la produccion de compuestos
intermedios reactivos, a partir de precursores estables en la superficie del elec-

trodo, los cuales reaccionan y posteriormente emiten radiacion [1].

La fraccion de moléculas que emiten un foton al retornar al estado excitado es el

rendimiento cudntico (gg.) y es el producto de tres pardmetros [2]:

PoL= e X fex ¢ (ec. 1)

donde ¢ es la fraccion de moléculas que reaccionan que pueden originar molé-
culas excitadas y contribuir en al rendimiento de la reaccion quimica; ¢, es la
fraccion de tales moléculas en un nivel electronico excitado y relacionadas a la
eficiencia de la transferencia de energia y ¢ es la fraccion de estas moléculas
excitadas que vuelven al estado fundamental emitiendo un foton. Una gran can-
tidad de moléculas organicas son quimiolumigénicas pero los rendimientos
cuanticos son generalmente muy bajos, normalmente menor del 1%. Esta inefi-
ciencia, en la mayoria de los casos, es debida al bajo rendimiento de la reaccion

quimica o a la pobre transferencia de energia, pero, en algunos casos, la molécu-
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la excitada es un mal emisor. El rango de valores que toma el término ¢ oscila
entre 0,001 y 0,1. Por el contrario, se observan altas eficiencias cuanticas en
bioluminiscencia. Por ejemplo, la reaccion que tiene lugar en las luciérnagas

Photinus pyralis tiene un ¢go. de 1.

1.1.1. Quimioluminiscencia

« Fundamentos

Existen dos tipos de reacciones QL:

1) la directa en la que la reaccion genera directamente el estado electronica-
mente excitado responsable de la emision de luz. En ella, el producto excitado
(C*) de una reaccion quimica exergonica (A + B) se relaja a su estado funda-
mental con emision de fotones. En QL, la produccion de luz se realiza por espe-
cies que sufren reacciones de transferencia de electrones altamente energéticos.
Si el producto en un estado electronico excitado consigue no perder toda su
energia por procesos no radiativos (otras reacciones quimicas, desactivacion
colisional, conversion interna, cruzamiento entre sistemas), se relajard emitien-

do fotones de acuerdo con su rendimiento cuantico.

2) la indirecta o sensibilizada que ocurre cuando el producto excitado no es el
responsable de la emision de luz, sino que transfiere su energia al aceptor fluo-
rescente (fluor6éforo) que finalmente es el que emite luz y determina el espectro
de emision (Figura 1.1). La QL sensibilizada tiene ventajas sobre la directa, por
ejemplo en el disefio de sistemas analiticos que permitan incorporar determina-

das caracteristicas estructurales que puedan ser incorporadas a los reactivos y/o
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al fluoroforo. Asi, el sistema fluoroforo es seleccionado para conseguir un com-
promiso 6ptimo entre longitudes de excitacion y emision, estabilidad quimica y
rendimiento cuantico; mientras que en la QL directa la reactividad y las propie-

dades fluorescentes tienen que residir en una inica molécula.

Substrato 4+ Oxidante + (Cofactor)

l catalizador

Producto*
hy 4 Producto Producto -  Fluordforo*
+ hy
DIRECTA INDIRECTA

Figura 1.1 Clasificacion de las reacciones quimioluminiscentes.

Para que se origine emision QL deben reunirse 3 caracteristicas esenciales:
+¢+ La reaccion debe ser exotérmica para generar un estado excitado que
emita en region VIS-IR cercano, requiriéndose para ello una energia
minima de 180 kJ/mol, siendo 300 kJ/mol para la emision de luz azul y

180 kJ/mol para emision de luz roja.
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®
0.0

El camino para la formacion del estado excitado debe estar favorecido
frente a otros procesos.

La emision de fotones debe ser el proceso de desactivacion mas favora-
ble en relacion a otros procesos no radiativos. En las reacciones de QL
sensibilizada, tanto la eficiencia del proceso de transferencia de energia
del estado excitado al fluor6éforo como la eficiencia del proceso fluores-
cente, ambas, deben ser altas para la produccion de la reaccion quimio-

luminiscente.

Las medidas de QL resultan fuertemente dependientes de las condiciones expe-

rimentales, que afectan al rendimiento cuantico y a la velocidad de reaccion,

tales como:

a)

)

La estructura quimica del precursor quimioluminiscente, no solo la zo-
na involucrada en la produccion del estado excitado sino toda la estruc-
tura.

La naturaleza y concentracion de otros substratos que pueden favorecen
procesos competitivos no radiativos.

El tipo de catalizador seleccionado.

La presencia de iones metalicos de transicion.

La temperatura, el pH y la fuerza iénica.

La hidrofobicidad del disolvente y la composicién de la disolucion; co-
mo ejemplo se puede observar que el rendimiento cuédntico del luminol
en dimetilsulféxido es de 0,05 mientras que en agua es 0,01, al mismo
tiempo que el color pasa de azul-violeta a violeta-verde.

Finalmente influyen los aceptores de transferencia de energia.
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La quimica y mecanismos de estas reacciones han sido estudiados por diversos
autores, sin embargo en algunos casos el mecanismo de ciertas reacciones no se
ha conseguido comprender en su totalidad y algunos analisis usan estas reaccio-
nes haciéndolo de forma inadecuada. En otros casos, las reacciones son extre-
madamente complejas y tienen numerosas vias de reaccion, haciéndose enton-
ces muy sensibles a diferentes factores y a la matriz de la muestra. Asi pues
existen numerosas consideraciones practicas en el analisis QL relacionadas con

los reactivos y con su pureza.

La emision QL viene definida a través de cuatro parametros, como son: el color,

la intensidad, la velocidad de produccion y caida de la intensidad.

Las condiciones de trabajo tienen un efecto muy significativo sobre el progreso
de la reaccion QL pudiendo obtenerse un amplio rango de velocidades, lo cual
demanda desarrollos considerables de la instrumentacion necesaria para conse-
guir medir la intensidad de quimioluminiscencia. Los tiempos de reaccion y su
duracién oscilan desde valores muy cortos para procesos muy rapidos (< 1 se-

gundo), hasta los que transcurren de forma muy lenta (> 1 dia).

La intensidad de las reacciones QL viene dada por la expresion [1]:

—dA
dt

leL= ¢QL

(ec. 2)
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Desde el punto de vista analitico, la medida de la intensidad de emision QL
tiene gran importancia en la aplicacion de esta reaccion pudiendo hacerse de
diferentes formas. La sefial analitica puede ser tomada como la intensidad
maxima de QL (altura maxima del pico), la sefial después de un tiempo fijado
desde el momento de la mezcla, la integral de la sefial en un determinado perio-
do tiempo o la integral completa del pico, esto es, el area subtendida (Figura

1.2).

(a)
>
E 4
=
o
el
2 ©
£ (b)
E

(d) ‘ I
Tiempo / s

Figura 1.2 Formas de medir la sefial analitica: (a) la altura maxima del pico; (b) la sefial
a un tiempo fijado; (c) la integral de la sefial en un determinado periodo tiempo; (d) la
integral del pico completo.

¢ Principales reacciones en fase liquida
Los sistemas establecidos mas utilizados para analisis corresponden a un niime-
ro muy limitado de modelos, como los que se muestran en la Tabla 1.1. En el
caso de la bioluminiscencia, la emision es generada por parte de luciferinas

catalizadas por luciferasas procedentes de distintos organismos.
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Tabla 1.1 Sistemas mas comunes quimioluminiscentes.

Substratos Oxidantes

. H2029 023
Luminol,
R Mn04-3 129
Isoluminol
ClO
Lucigenina H,0,, 0,
Lofina H,0,
Peroxioxalatos: H,0,, aminas,
TCPO, DNPO Fenoles
Rodamina, . -
) MnO™, ClO", 10,4, Ce
uranina
Pirogalol H,0,
Ru(bpy)s® Ce*, Aminas alifaticas,
u(bpy
’ G0

7

¢ Introduccion de la muestra y reactivos

Dependiendo de la configuracion del dispositivo y del método de introduccion
de muestra y reactivos [3], los sistemas pueden clasificarse en: (a) estaticos
(introduccion de cantidades discretas de reactivos y muestra en un recipiente) y

(b) sistemas en flujo.

(a) En los sistemas estaticos, pequefias porciones de muestra y reactivo QL se
mezclan rapidamente en la cubeta de reaccion, frecuentemente a tempera-
tura controlada. Normalmente el reactivo final que inicia la reaccion QL se
adiciona con una jeringa o usando un inyector automatico para conseguir
una velocidad y volumen de inyeccion mas reproducibles y una mejor sin-

cronizacion de la adquisicion de datos desde el inicio de la reaccion. La
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(b)

mezcla de los reactivos y la muestra se produce por la fuerza de la inyec-
cion, aunque a veces, se puede utilizar un agitador magnético. En estos ca-
sos, se registra la curva completa de intensidad de emision de QL en fun-
cion del tiempo de reaccion. Esta técnica se usa en reacciones selectivas en
disolucién que muestran un alto rendimiento cuantico o un largo tiempo de
emision, como las reacciones bioluminiscentes, inmunoensayo quimiolu-

miniscente o ensayos de hibridaciéon quimioluminiscentes.

Los sistemas de QL en flujo continuo se usan en reacciones en disolucion y
en fase gaseosa. La muestra y los reactivos son continuamente bombeados
y mezclados a través de un conector, en donde se produce la mezcla, que
esta muy proxima a la célula en donde se realiza la deteccion. La sefial se
observa cuando la célula esta totalmente llena con la mezcla de reaccion, a
un tiempo predeterminado después de la mezcla. En estos casos, es posible
obtener una sefial constante y reproducible muy facil de medir, y que repre-
senta la emision total de la mezcla de reaccion durante el tiempo que esta
en la célula. El optimo de sensibilidad se consigue ajustando la velocidad
de flujo y el volumen entre el punto de mezcla y el punto de observacion
con objeto de conseguir el perfil maximo de intensidad QL en funcién del
tiempo. Como desventajas de esta técnica destacan el alto consumo de re-
activo, el hecho de que no se obtenga ninguna informacion cinética y que
solamente una pequefia porcion de la intensidad de QL total es la que se
mide cuando las reacciones son lentas. En el modo de inyeccion de flujo, el
analito se incorpora a una disolucidn portadora, el reactivo va por una linea
aparte y fluye continuamente siendo la muestra inyectada en la disolucion

portadora y a través de conectores o valvulas se mezcla con el reactivo, pa-
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ra producir la reaccion de QL, muy proxima a la zona de deteccion. En es-
tas condiciones, la sefial se obtiene como un pico estrecho que se corres-
ponde con la alicuota de analito inyectada. Dependiendo de la situacion, es
posible llevar a cabo, no sélo la inyeccion de muestra sino que también, en
el caso de que los reactivos quimioluminiscentes sean caros, incorporarlos
del mismo modo que la muestra, con objeto de evitar un consumo grande
de los mismos. Esta metodologia tiene la ventaja de un bajo consumo, tanto
de muestra como de reactivos y la utilizacion de una célula de menor vo-
lumen, evitando asi una dilucidén excesiva; la sefal es muy reproducible y
precisa ya que se puede conseguir que se corresponda con la maxima altura
del pico; ademas, es posible - en algunos casos - incorporar tratamientos
quimicos “on-line” para alcanzar una mayor selectividad.

% Instrumentacion

La instrumentacion necesaria puede ser tan simple como una cubeta, un sistema
para adicionar reactivo y un dispositivo que mida la luz emitida, sin discriminar

longitudes de onda.

Los sistemas de deteccion o dispositivos mas usados para medir la sefial QL
son las camaras CCD, tubos fotomultiplicadores y fotodiodos de silicio (Figura
1.3). Todos ellos tienen un limite en la medida de la respuesta espectral que
viene dado por la relacion seial/ruido (S/R). A la hora de elegir el detector mas
adecuado deberiamos elegir aquel con la mejor S/R a la longitud de onda
maxima de la reaccidon quimioluminiscente debido a que la respuesta espectral
puede ser no uniforme. Sin embargo, el limite de deteccidon en la mayoria de los

casos se determina teniendo en cuenta el valor de la sefial de fondo del detector.
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La sefial de fondo se atribuye normalmente al blanco quimico que corresponde a
la QL debida a las sustancias contaminantes presentes en la mezcla de reaccion
[4]. Este fondo se puede minimizar empleando células de reaccion miniaturiza-
das [4,5]. Existen sin embargo otras vias de reaccion diferentes que pueden
contribuir a la QL de fondo en algunos sistemas. Es bueno conseguir una alta
amplificacion (es decir una alta relacion S/R), pero no siempre es posible dis-

minuir la sefial de fondo pues depende de numerosas variables experimentales

[6].

Los luminémetros son los dispositivos que se emplean comercialmente en la
deteccion de la quimioluminiscencia. Generalmente estan constituidos por un
tubo fotomultiplicador situado frente a la zona de medida. Hasta hace poco los
lumindémetros comerciales han estado basados en sistemas estaticos, donde la
muestra se aflade con una jeringa o un inyector automatico. En particular la
emision maxima depende mucho de la velocidad de mezcla de reactivos y
muestra. Este tipo de instrumento es util para monitorizar reacciones que sean
selectivas y tengan un rendimiento cuantico alto o un tiempo de vida largo, co-
mo ocurre en los inmunoensayos bioluminiscentes. No son ttiles para monitori-

zar reacciones rapidas (<15s) de forma reproducible.
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(b) © (d)

Figura 1.3 Instrumentacion y componentes esenciales para la medida de la QL y BL:
(a) Lumindémetro; (b) Camara CCD; (c) Fotodiodo; (d) Fotomultiplicador.

R/

+« Limitaciones y aplicaciones

La selectividad es una de las limitaciones analiticas de las medidas QL. Sin
embargo una ventaja es su capacidad para acomodar un tratamiento quimico on-
line para conseguir aumentar la selectividad. También podemos realizar separa-
ciones incluidas en la configuracion o combinar la QL con la cromatografia

liquida [7] o con la electroforesis capilar.

Para conseguir aumentar la sensibilidad y selectividad de la QL las condiciones
de trabajo en cromatografia de liquidos se deben balancear para la separacion
cromatografica con las condiciones Optimas para la obtencion de la sefial qui-
mioluminiscente. Por ejemplo, la fase movil idonea para la separacion cromato-

grafica puede ser incompatible con las condiciones para la reaccion QL.

Otros procedimientos alternativos son la derivatizacion precolumna seguida de

otra postcolumna con deteccion QL; por ejemplo, la determinacion de acidos
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carboxilicos por deteccion postcolumna con peroxioxalato usando derivatiza-
cion precolumna con 3-aminoperileno. Las determinaciones QL con peroxioxa-
lato y deteccion postcolumna son las mas estudiadas por su capacidad para de-
tectar analitos con fluorescencia nativa y compuestos derivatizados con marca-
dores fluorescentes; ademas las reacciones con peroxioxalato son compatibles
con la elucion en gradiente y con la derivatizacion de reactivos trabajando tanto
en fase normal como inversa. Se han descrito caracteristicas de disefio del equi-
po [8] v de combinacioén de columnas capilares de silice fundida con la detec-

cion QL [7].

1.1.2. Electroquimioluminiscencia

% Fundamentos
Electroquimioluminiscencia es un fenémeno que consiste en la emision de luz
producida como resultado de reacciones electroquimicas. Generalmente, los
reactivos son generados en uno o mas electrodos, mediante reacciones de trans-
ferencia de electrones con uno o mas reactivos quimicos en solucion. El proceso
origina moléculas excitadas y la emision quimioluminiscente se produce en

zonas muy proximas al electrodo.

La primera observacion del fenémeno fue realizada por Bancroft en 1914 .En
1929 Harvey observa QL en el anodo producida por electrolisis de luminol en
medio bésico. Entre 1963-1980 se incrementa el interés por el fendmeno con
especial énfasis en el estudio de mecanismos de las reacciones, eficiencia de
estados excitados, naturaleza del emisor, todos auxiliados por medidas espec-

troscopicas. Estos estudios han permitido conocer las propiedades fotoquimicas



66 Capitulo 1

y electroquimicas de nuevos compuestos y complejos, estudiar el mecanismo
de reacciones organicas en las que se producen como productos intermedios

radicales de vida corta.

« Ventajas
El empleo tanto de QL como de EQL presenta ventajas ya que no requiere de la
etapa de excitacion por irradiacion de la muestra, como es necesario en la foto-
luminiscencia, por ello no hay problemas de luz dispersa o de inestabilidad de la
fuente, ni es necesario el uso de instrumentaciéon compleja. Tampoco hay pro-
blemas de altas sefiales de fondo por fotoexcitacion no selectiva, pudiendo lo-

grarse alta sensibilidad con instrumentacion simple.

La emision QL generada se inicia y controla por mezcla de reactivos o por ade-
cuado control del flujo de reactivos. En este punto es donde se encuentra la
diferencia fundamental, y la gran ventaja del empleo de EQL, especialmente en
formato de un solo uso o desechable como luego veremos, pues la luminiscen-
cia en EQL se inicia y controla estableciendo un valor de potencial de electrodo
o modificando el potencial entre valores preestablecidos. De esta manera los
reactivos para generar QL son producidos in situ en la vecindad de la superficie
del electrodo al que se ha aplicado el potencial y no por mezcla de reactivos, lo
que permite un control preciso de la emision [9,10]. Por lo tanto, la EQL con
respecto a la QL tradicional, permite generar reactivos in situ cuando es necesa-

rio en un electrodo.

+ Mecanismos generales de EQL

Existen diversos mecanismos generales de produccion de EQL [11]:



Introduccion 67

1) EQL de aniquilacion. Supone la reaccion de transferencia electronica entre
iones radicales de carga opuesta generados en un electrodo por empleo de un
potencial pulsado alternativamente, o mediante dos electrodos proximos, en
presencia de una sustancia que sea emisora de EQL (Figura 1.4). Un ejemplo
tipico son los hidrocarburos aromaticos policiclicos [12] donde se involucran
iones radicales aromaticos que pueden pertenecer a uno o dos precursores dis-
tintos a través de diferentes mecanismos dependiendo de que el sistema sea de

energia suficiente o de energia deficiente [10].

A-e —— A" .
B + e B~ B+ A—— s A + hv

Figura 1.4 Mecanismo de aniquilacion EQL.

2) EQL con correactante. El correactante es una especie que por oxidacion o
reduccion produce un compuesto intermedio que puede reaccionar con un lumi-
néforo EQL como es el complejo tris(2,2’-bipiridil)rutenio(I1) [13] para produ-
cir una especie excitada. Esto suele ocurrir por ruptura de enlaces de los co-
rreactantes que dan lugar a oxidantes o reductores fuertes (Figura 1.5). Una
tipica reaccion de este grupo es la que ocurre con el luminol que sufre una elec-
tro oxidacion monoelectronica a diazaquinona que a continuaciéon se oxida por
H,0, o0 16n superoxido emitiendo EQL [14]. Este mecanismo es util cuando los

iones radicales no son suficientemente estables para la reaccion de aniquilacion
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o cuando el disolvente tiene una ventana de potencial tan estrecha que no se
pueden formar los iones radicales [15]. Con correactante, la EQL se genera
aplicando un potencial en una direccion y dependiendo de la reaccion que origi-
ne el emisor EQL podemos encontrar dos mecanismos, el de reduccion oxidati-

va y el de oxidacion reductiva [15].

> A »A + hv

A - e — » AF
C

- e C

Figura 1.5 Mecanismo EQL con correactante (C).

3) EQL catddica. Se observa emision a partir de electrodos de metal (Al, Ta)
recubiertos de 6xidos durante la reduccion de sustancias como H,O,, persulfato
u oxalato, habiéndose sugerido que la EQL proviene de la inyeccion de “hot
electrons” (electrones que no estan en equilibrio térmico con la red en la que se
encuentran) en la disolucion acuosa de electrolito con la posible formacion de

electrones hidratados [16].

+«+ Principales reacciones
Existen numerosos compuestos que producen EQL, e incluso en bibliografia
pueden encontrarse tablas muy extensas sobre la aplicabilidad de esta técnica,
como por ejemplo la completa revision que realiza Richter [17]. Sin embargo, si
se quiere simplificar a lo basico, las reacciones mas utilizadas en EQL se resu-

men a tres, como viene esquematizado en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2 Principales reacciones EQL.
Precursor (A) Oxidante (B)

Metales complejos S,0¢2, C,0,%, TPrA
Luminol H,0,, O,
Ru(bpy)s** TPrA, C,0,”, aminoacidos

+ Potencialidad EQL

La EQL presenta una serie de caracteristicas que la hace mas atractiva frente a

otras técnicas, como son:

1)

2)

Electro-iniciacion de reacciones.

La estimulacion electroquimica de reacciones permite mejorar el control de
la velocidad de reaccion, pudiendo incluso pararse y seguidamente realizar
la deteccion, efectuando una correccion efectiva del fondo y posibilitando la
lectura automatica mediante control por ordenador. Podemos ademas selec-
cionar el material del electrodo, el tratamiento de la superficie, el potencial
aplicado y otras mejoras de la selectividad.

Los reactivos pueden ser mezclados en origen, antes o en la célula de flujo
para un sistema FIA. Puesto que la reaccion comienza cuando se inicia la

reaccion electroquimica.

Electro-manipulacion de reacciones.
Podemos generar reactivos electroquimicamente a partir de precursores en
aquellos casos donde el reactivo es inestable 6 podemos generar derivados

que originan QL, cuando sus precursores no lo sean, aumentando asi las
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aplicaciones analiticas. Al generar reactivos electroquimicamente se evita la
presencia de productos de reaccion que se hubieran debido formar si medi-

mos QL.

3) Combinacion de técnicas.
Obtencion de informacion combinada de espectroscopia y electroquimica.
Oportunidad de obtener ganancia adicional de informacion analitica moni-
torizando la actividad electroquimica del analito por técnicas electroquimi-
cas y realizando el registro simultaneo de la emision QL. De igual manera

la QL puede usarse para seguir el curso de reacciones electroquimicas.

«» Limitaciones de EQL

Existe la posibilidad de generar electroquimicamente interferentes que pueden
originar reacciones alternativas que pueden llegar a atenuar las especies excita-
das. Por ello, a veces es necesaria la separacion previa del analito antes de la
deteccion.

Es dificil obtener valores reproducibles de las condiciones 6ptimas de los para-
metros que controlan ambos procesos, electroquimico y quimioluminiscente,
resultando finalmente unas condiciones de compromiso.

El empleo de EQL en Quimica Analitica es creciente y su uso se centra funda-

mentalmente en técnicas como HPLC, CE, LC y Bioensayos [12].

% Instrumentacion
Son pocos y recientes los instrumentos comerciales disponibles para llevar a
cabo las medidas de EQL tal y como los existentes para medidas de QL. Estos

analizadores constan de un lumindémetro, un potenciostato (Figura 1.6), una
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celda conteniendo los electrodos y un sistema de tubos para conducir los distin-
tos fluidos. Por ello, una solucion bastante comun suele ser utilizar el material
existente en los laboratorios para efectuar medidas con celdas electroquimicas,
una caja negra para conseguir aislar la emision QL y un espectrofotometro con
la lampara apagada 6 un fotomultiplicador debidamente preparado que permite

trabajar con mayor comodidad para limpieza de los electrodos, etc.

(a) (©)

Figura 1.6 Instrumentacion electroquimica para la producciéon EQL: potenciostato de
de sobremesa (a) 6 portatil (b) y electrodos (c).

Normalmente son necesarios tres electrodos, un electrodo de referencia, un elec-
trodo auxiliar y un electrodo de trabajo. Existen distintas configuraciones como
las de electrodos en forma de anillo con disco rotatorio (RRD) dobles o simples.
Con el RRD, el disco produce la especie oxidada y el anillo la reducida. Pode-
mos modificar la velocidad de reaccion de las especies oxidadas con las reduci-
das simplemente modificando la velocidad de giro [18]. Se usa para estudiar
cinéticas de reacciones, pero no sirve para estudios de EQL en FIA aunque pre-

senta un gran numero de aplicaciones.

En las configuraciones de electrodo doble, los electrodos pueden estar juntos o

separados, dependiendo de si las especies son estables o inestables. En primer
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lugar, las especies formadas para cada electrodo se difunden y reaccionan entre
el pequefio espacio existente entre los mismos. Posteriormente, las especies
formadas en el primer electrodo son transportadas y reaccionan con las produci-
das en el segundo electrodo. Los electrodos de estas configuraciones son planos,
de superficie pequefia y en algunos casos uno de los electrodos al menos es

transparente.

La solucion mas sencilla es usar electrodos simples, de esta manera solo una

especie es generada en el electrodo de trabajo para producir EQL.

Varios materiales han sido usados para los electrodos de trabajo en EQL tales
como Pt, Au, carbon vitrificado y pasta de carbon (Figura 1.6.c). El tipo de su-
perficie ejerce un marcado efecto sobre la sefial y el uso continuando las dete-
riora provocando disminuciones de intensidad y de reproducibilidad de las me-
didas EQL. Una vez regenerada la superficie [19] son estables durantes al me-

nos 40 horas.

Las células de flujo que usan FIA para medidas EQL son laminares, en ellas la
solucion test fluye entre una fina capa a modo de sandwich colocada entre una
ventana de vidrio a través de la cual se produce la observacion y la superficie
del electrodo de trabajo (Figura 1.7) el volumen y la forma de la célula viene
definida por un especiador inerte [19]. Generalmente el contraelectrodo esta
situado alejado del electrodo de trabajo para evitar interferencias de alguna es-
pecie que se puedan formar en el mismo. Otras veces el contraelectrodo de ace-
ro forma parte del cuerpo de la célula de flujo. El electrodo de referencia gene-

ralmente puede formar parte de la célula o posicionarse junto a ella; también se
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usan pseudo-electrodos de referencia de Ag o Pt que proporcionan una referen-
cia estable y que ademas tienen la ventaja de poder construirse facilmente, no

contaminar y ser compatibles con sistemas de electrolitos acuosos y organicos.

Figura 1.7 Celda de flujo para determinaciones electroquimicas con electrodos serigra-
fiados de Dropsens.

Los potenciostatos comerciales pueden emplearse pero debido a la necesidad de
variar el potencial en forma compleja es necesario que estén controlados me-

diante software especializado.

Los detectores usados son similares a los empleados en QL, para conseguir
buenos limites de deteccion generalmente se usan tubos fotomultiplicadores.
También se usan fotodiodos [20] con la ventaja de poder formar parte de la
célula de flujo; son sensibles al rojo y a la zona del espectro visible siendo ade-
mas pequefios, robustos, econdmicos ademds de funcionar con una fuente de
bajo voltaje. Esta instrumentacion no incorpora sistemas de discriminacion de

longitud de onda.



74 Capitulo 1

Se han descrito también sondas EQL. Los disefios contienen pequeias reservas
de reactivos que incorporan los electrodos y mediante una fibra optica se trans-
porta la sefial al luminémetro. Kuhn y col. [21] escriben un modelo con electro-
do en forma de micro-anillo de oro rodeado por fibra optica. Preston y Nieman
[22] describen una sonda que no necesita ser aislada de la luz exterior en su
construccion, siendo en su estructura similar a una sonda de pH. Este dispositi-

vo ha empleado como reactivos luminol y complejos de rutenio.

1.2. Caracteristicas del Analisis por Inyeccion en flujo (FIA)

La automatizacion en Quimica Analitica implica la sustitucion parcial o com-
pleta de la participacion humana en el proceso analitico. Para automatizar el
proceso analitico es necesario el uso de un analizador, los cuales pueden traba-
jar sin la presencia de un operador o necesitar la participacion humana en algu-
nas partes del proceso. Segiin como se realiza el tipo de transporte de muestras

y reactivos, los analizadores pueden ser discontinuos, robotizados o continuos.

Dentro de los analizadores continuos se pueden distinguir dos modalidades: de
flujo segmentado y de flujo no segmentado, dependiendo de que existan o no
burbujas de aire en el flujo con el fin de separar las muestras evitando la conta-

minacion entre las mismas.

La modalidad de flujo no segmentado se caracteriza por la ausencia de burbujas
de aire en el sistema hidrodindmico. Las muestras se introducen de forma se-
cuencial en el analizador, mediante inyeccidn, insercion o aspiracion y en €l se
llevan a cabo las distintas etapas del proceso hasta el paso de la muestra por el

detector. Una diferencia fundamental de esta modalidad respecto a los de flujo
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segmentado es que en el momento de producirse la deteccion no se ha alcanza-
do ni el equilibrio fisico (homogeneizacion del flujo) ni quimico (desarrollo

completo de la reaccion analitica).

Los sistemas donde un volumen de muestra se inserta en el flujo de forma con-
trolada se denominan de Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA), y si la muestra
se aspira de forma continua se trata de analizadores de flujo totalmente conti-

nuo.

Existen otras modalidades de analizadores de flujo no segmentado pero destaca-
remos entre ellas el Analisis por Inyeccion Secuencial (SIA). Fue introducido
por Ruzicka y Marshall [23] en 1990 y estd considerado como un sistema de
flujo de segunda generacion. Consiste en la aspiracion secuencial de muestra y
reactivo, mediante una valvula de seleccion multiple hacia un reactor, en el que
a continuacion y mediante un cambio en el sentido del flujo, la mezcla se lleva
hacia el detector. Posee un control automatico y preciso en la manipulacion de
muestras y reactivos, genera menores desechos y menor gasto de reactivos aun-

que la instrumentacion necesaria es mas costosa [24].

De todos estos métodos nos detendremos brevemente en el Andlisis por Inyec-

cion en Flujo (FIA), por ser el que usaremos en esta Memoria de Doctorado.

El FIA es un tipo de analisis de flujo continuo que presenta varias ventajas con
respecto a los métodos de flujo continuos tradicionales: mayores frecuencias de
muestreo (normalmente entre 100 y 300 muestras/hora), mejores tiempos de

respuesta, mejores tiempos de inicio y parada del sistema, y, exceptuando el
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sistema de inyeccion, utiliza una instrumentacion mas simple y flexible. Las
ultimas dos ventajas indicadas son muy importantes, ya que hacen que se pueda
automatizar de forma econdmica y factible, ya que el detector monitoriza cons-
tantemente la sefial (ya sea absorbancia, fluorescencia, quimioluminiscencia,
potencial de electrodo o cualquier otra propiedad fisica que se pueda medir de
forma continua en la célula de flujo). Cualquier punto del pico obtenido en fun-
cion del tiempo puede usarse para realizar la medida, ya que este puede ser ob-
tenido repetidamente de forma reproducible, aunque normalmente se usa la

altura de pico como parametro analitico porque se puede medir muy facilmente.

1.2.1. Componentes de un analizador FIA
Atendiendo a la instrumentacioén, nos encontramos con que los métodos FIA
suelen constar de varios modulos: 1) modulo de propulsion, 2) moédulo de inser-
cion o inyeccion, 3) modulo de transporte, 4) modulo de reaccion y 5) detector.
Ocasionalmente puede tener otros elementos como mezcladores o sistemas se-
parativos. De éstos ultimos hablaremos mas adelante.

«+ Modulo de propulsion
Normalmente, las disoluciones son propulsadas mediante una bomba peristalti-
ca (Figura 1.7), como la empleada en esta Memoria (Figura 1.8), en la cual el
liquido es presionado por unos cilindros en un tubo de plastico o goma por el
que circula. Suelen tener de 8 a 10 cilindros colocados de tal manera que la
mitad de ellos esta presionando el tubo flexible, bombeando asi la disolucion.
La velocidad de flujo se controla de dos formas: 1) modificando la velocidad de
giro del rotor, y con ello la de los cilindros y 2) variando el didmetro del tubo

flexible. Existen otros tipos de bombas usadas en FIA, como las de piston, pero
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generalmente son mas caras, y ademas solo permiten mover un canal al mismo
tiempo, mientras que las peristalticas suelen permitir cuatro, con lo que se nece-
sitarian varias bombas en caso de necesitar varias corrientes de flujo. Deben

proporcionar un flujo constante y regular al sistema.

Figura 1.8 Bomba peristaltica Gilson Minipuls-3.

+» Sistema de insercién o inyeccion
El inyector consiste en una valvula de seis vias con un bucle externo acoplado a
la misma similar a las empleadas en HPLC. La insercion debe realizarse de
forma precisa y reproducible y su uso es facil, comodo y rapido. Los volumenes
de muestra insertados, del orden de microlitros, pueden variarse en un amplio
rango, lo que aumenta la versatilidad del sistema. Pueden usarse jeringas, como
en los primeros estudios de FIA, aunque hoy dia se usan valvulas rotatorias de

seis vias y un inyector proporcional.
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®

+«+ Sistema de transporte

Es el responsable del llevar las disoluciones y conectar entre si los diferentes
elementos. La configuracion elegida en el sistema de transporte produce un
determinado grado de dispersion del bolo de muestra y afecta a la sefial analiti-
ca. Debe conseguirse un flujo constante y reproducible para poder realizar los

diversos experimentos necesarios.

Los conductos usados en los esquemas FIA consisten en tubos de plastico, nor-
malmente de PVC o politetrafluoroetileno (PTFE), con diametros internos de
0,1-2,0 mm. Como norma en FIA la longitud de la tuberia debe ser lo menor
posible para minimizar el efecto de dilucion de la muestra inyectada por efecto
de la dispersion. Las conexiones de estas tuberias se hacen a través de conecto-
res de plastico (PEEK).

@

«» Sistema de reaccion

Es el modulo donde se facilita la mezcla de muestra y reactivos y, en conse-
cuencia, la reaccion quimica. Pueden ser de muchos tipos, generalmente son
tubos con distintos rellenos. Pero también puede usarse el mismo tubo usado en
el transporte enrollado de forma helicoidal. Para conseguir aumentar la veloci-
dad de la reaccion quimica este tubo puede introducirse en bafios termostatados.

Su longitud es importante por afectar a la dispersion del sistema.

«» Sistema de Deteccién



Introduccion 79

El sistema FIA es compatible con cualquier tipo de detector siempre y cuando
sea capaz de medir en continuo. Los sistemas de deteccion en FIA mas usados
son principalmente cualquiera de las diferentes técnicas analiticas Opticas y

electroquimicas.

Los detectores opticos son los mas usados en FIA, debido a la gran cantidad de
sustancias organicas e inorganicas que presentan propiedades Opticas detecta-
bles. Y a la posibilidad de transformaciéon de especies no detectables en otras
que lo son mediante la simple derivacion por adicion de los reactivos necesa-
rios. Las dos técnicas mas usadas son la espectrofotometria y la luminiscencia

molecular [25].

1.3. Separaciones en analizadores FIA

En las metodologias FIA muchas veces es necesario incluir una etapa de separa-
cion para conseguir mejorar la selectividad del método. Existen diversas posibi-
lidades que incluyen separaciones liquido-gas, liquido-liquido y sélido-liquido
para dotar al sistema de suficiente selectividad. Las mas utilizadas son las que
retnen las caracteristicas idoneas para poder adaptarse a un proceso en conti-
nuo, estas son la dialisis, la extraccion liquido—liquido y diversos procesos de
tipo cromatografico que tienen lugar con fases solidas. Las fases solidas mas
usadas son: a) cambiadores idnicos derivados de polimeros de estireno, b) cam-
biadores i6nicos derivados de polimeros de dextrano; c¢) resinas adsorbentes sin

grupos funcionales y d) silice con fases enlazadas.
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Las fases solidas se han incorporado en esquemas tipo FIA de muy diversas

formas [25,26]. Normalmente se basan en la inclusion de una o varias fases

solidas formada por particulas de un determinado tamafio empaquetadas y si-

tuadas en distintos lugares, fuera o dentro de la célula de flujo. A modo de

ejemplo podemos citar algunos de los sistemas utilizados:

a)

b)

d)

Separacion usando una mini-columna on line situada justo delante de la
célula de flujo junto con la retencion transitoria de analitos en la célula
de flujo rellena de fase solida. Las fases solidas de la minicolumna y la
célula de flujo pueden ser iguales o distintas. En la minicolumna se re-
tiene uno de los analitos mientras que en la célula de flujo se retiene al
otro analito. De esta forma como vemos se pueden determinar dos ana-
litos como maximo [27-29].

Uso de una mini-columna para la retencion transitoria de un analito
mientras que el segundo se mide cuando fluye a través de las particulas
de fase solida que rellenan la célula de flujo. El primer analito se mide
una vez se eluye de la mini-columna y se retiene en la fase solida situa-
da dentro de la célula de flujo [30,31].

Empleo de diferencias en retencion transitoria entre ambos analitos. La
retencion transitoria de un analito en la parte superior de una célula de
flujo, lejos del area de medida, hace posible medir que es menos reteni-
do permitiendo de esta manera su resolucion [32,33].

Solo se emplea una fase so6lida en la célula de flujo donde se retiene uno
de los analitos mientras que el otro queda en la solucién intersticial

donde es medido [34,35].
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e) Empleo de minicolumnas para realizar separaciones de tipo cromatogra-
fico.
f) Uso de aproximaciones quimiométricas sin separacion real de los anali-

tos antes de la medida [36,37].

Estos métodos aqui citados, asi como otros existentes en bibliografia, son senci-
llos, baratos y fiables y con buenas caracteristicas analiticas, pero tienen una
baja capacidad de separacion a excepcion del citado en ultimo lugar y que a
continuacién vamos a tratar. La solucion de este problema puede ser un incre-
mento de la cantidad de fase estacionaria presente, de manera que los analitos
sufran una mayor retencion, pudiendo separarse asi mezclas mas complejas al
aumentar la eficacia de la zona de retencion. Otra posible solucion es disminuir
el tamafio de particula del soporte s6lido, aumentando de esta manera el nimero
de particulas en un mismo volumen, y con ello, la retencion de los analitos. Sin
embargo, ambas soluciones tienen un gran inconveniente: el aumento de pre-
sion, debido, en el primer caso, a la mayor cantidad de fase estacionaria, y en el
segundo al mayor empaquetamiento de las particulas de fase solida, disminu-
yendo el volumen intersticial por el que fluye la fase movil. Por lo tanto, usando
este tipo de soportes solidos como sistemas de separacion, estos métodos estan
condenados al analisis de muestras sencillas, y con no mas de dos analitos de
interés. Una solucion para lograr el incremento de la capacidad separativa de los
analizadores tipo FIA es el empleo de s6lidos monoliticos. A continuacion trata-
remos brevemente de estos materiales junto con su uso en sistemas de inyeccion

en flujo.

1.4. Sé6lidos monoliticos
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Las columnas monoliticas consisten en una unica pieza, rigida o semirrigida, de
un material con estructura porosa bimodal. Por una parte presentan macroporos
(0,5 — 2 um de diametro) a través de los cuales fluye el caudal del portador, y
por otra mesoporos, mucho menores en tamafio (2-50 nm), que son los respon-
sables de las interacciones entre los analitos y la fase estacionaria. Pueden llevar
a cabo andlisis rapidos debido a que el flujo pasa a través de los poros que atra-
viesan la columna a altos caudales y con presiones de trabajo muy bajas, al con-
trario que las columnas empaquetadas tradicionales. La funcionalidad del mono-

lito se puede establecer a medida de las necesidades [38].

Figura 1.9 Imagen de la estructura porosa bimodal de los
solidos monoliticos.

A pesar de que son materiales de reciente aparicion [39,40], pues se describen
en las ultimas décadas, estan siendo ampliamente utilizados para diversos fines,
y en muy poco tiempo, debido a las excelentes propiedades que presentan. El

nimero de publicaciones referentes a columnas monoliticas ha aumentado casi
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exponencialmente. En la Figura 1.10 podemos ver como ha aumentado este

numero de publicaciones referentes a columnas monoliticas en los tltimos afios.

2007

1601

1201

80

Publicaciones

401

0,
1982 1993 1997 2001 2005
Ano

Figura 1.10 Numero de publicaciones acerca de columnas mo-
noliticas en cromatografia por afio hasta fin de 2008. Se ha obte-
nido buscando “monolithic column chromatography” en SciFin-
der Scholar, version 2006, ACS.

1.4.1. Columnas monoliticas: tipos y usos

Una de las tendencias actuales en Quimica Analitica es la miniaturizacion de las
técnicas de analisis, ya que con ello se consigue reducir el consumo de reactivos
quimicos, se mejoran las separaciones y se obtienen excelentes selectividades,
ademas de reducir el tamafio, aumentando asi la portabilidad del dispositivo, y
consiguiendo de esta forma el poder realizar medidas in situ. Estas técnicas

miniaturizadas emplean el uso de pequenas cantidades de muestra, con la im-
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portancia que ello conlleva, por ejemplo, en técnicas biomédicas. Actualmente,
uno de los caminos para obtener esta miniaturizacion en cromatografia liquida
es la preparacion de columnas unificadas, en lugar de empaquetadas, que se
puedan usar en diferentes modos, como, por ejemplo, electro-cromatografia

capilar (CEC) o micro-HPLC.

En electro-cromatografia capilar, una de las opciones desarrolladas para conse-
guir esta miniaturizacion es usar capilares rellenos con una fase estacionaria
monolitica. Estos monolitos se pueden considerar como una Unica particula con
estructura porosa que actia como fase estacionaria. Generalmente estos monoli-
tos poseen mejores prestaciones que las columnas empaquetadas tradicionales,
que presentan dos problemas fundamentales: la baja transferencia de masa y las
limitaciones causadas por la presion del sistema. En el caso de la cromatografia
de gases, el desarrollo de columnas abiertas ofrece una solucion a ambos pro-
blemas permitiendo usar columnas capilares, donde llegan a alcanzarse un ni-
mero extremadamente alto de equilibrios y los analitos son detectados midiendo
propiedades especificas de los gases, lo que les confiere alta sensibilidad. Sin
embargo, esto no se consigue en cromatografia liquida debido a la baja difusion
desde la fase movil a la fase estacionaria y viceversa. Para poder usarlas, estas
columnas abiertas en cromatografia liquida deben ser capilares diminutos (entre
10 y 60 um de didmetro interno) con delgadas peliculas de fase estacionaria (0,2
um) [41], pero esto restringe la cantidad de muestra a analizar, originando difi-

cultades de deteccion de los analitos.

En un principio, el desarrollo de los monolitos se pensé para ayudar a subsanar

las dificultades asociadas a las columnas capilares empaquetadas, obteniendo
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ademas otra ventaja fundamental: la eliminacion de los topes o fritas usados en
estas columnas empaquetadas con el fin de retener la fase estacionaria dentro de
la columna. Esto hace que la estructura completa de la columna sea homogénea.
En las columnas empaquetadas existen heterogeneidades lo que se traduce en
diferentes propiedades. Se sabe que las fritas estan asociadas con la reduccion
de la eficiencia de separacion de la columna, y son responsables de la formacion
de burbujas durante el analisis. Ademas, son dificiles de fabricar dentro del
capilar, pudiendo influir en el ensanchamiento de banda, catalizar la formacion

de burbujas o desestabilizar el flujo osmotico [42-44].

Las primeras columnas monoliticas se obtuvieron a partir de espumas de poliu-
retano en la década de los 70, para cromatografia liquida y gaseosa. Kubin y
col. [45] fueron los primeros que prepararon una matriz polimérica continua
para cromatografia de exclusion por tamafios. Usaron un gel de poli(l-
hidroxi)etil metacrilato muy hinchado para la separacion de proteinas, pero la
permeabilidad de este medio continuo era demasiado baja. En 1979 Pretorius y
col. introdujeron la primera espuma continua basada en silice porosa [46]. El
problema es que estas espumas no pudieron ser evaluadas desde el punto de
vista cromatografico ya que el surfactante usado para obtenerlas nunca fue iden-
tificado. Posteriormente, en 1989, Hjertén [47] investigo sobre los geles ligeros,
a los cuales 1llam¢ lechos continuos. Tanto las espumas como los geles tenian un
problema basico: eran incapaces de resistir las presiones asociadas con caudales
elevados, limitando asi el analisis rdpido debido a su debilidad mecanica. Este
problema se solventd cuando Svec y col. [48] introdujeron los primeros monoli-
tos poliméricos rigidos para electrocromatografia capilar (CEC). Nakanishi y

Soga [49] describieron una técnica para la obtencion de una estructura porosa de
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silice monolitica para HPLC. Este monolito tenia una alta permeabilidad y una
estructura biporosa. Sin embargo, debido a las dificultades en su procesado su
desarrollo se vio retrasado hasta 1996 [50]. Ademas, en ese mismo afio, Fields
introdujo un segundo método para obtener un monolito siliceo para HPLC [51],
pero la heterogeneidad de este monolito limité su uso. Mas tarde, en 2000, los
monolitos de silice para HPLC basados en el método de Nakanishi empiezaron
a comercializarse por parte de la empresa Merck [52], siendo éstas unas de las

columnas monoliticas mas empleadas hoy dia en cromatografia.

Atendiendo a la naturaleza de la matriz monolitica, podemos clasificar estos
materiales en dos grupos: los polimeros organicos (basados en polimetacrilatos,
poliestirenos o poliacrilamidas) y los polimeros inorgéanicos (con esqueleto de
silice). Dentro de cada uno de los grupos se pueden encontrar dos subgrupos,
uno para CEC y otro para HPLC, ya que los monolitos se han usado extensa-
mente como soportes cromatograficos en CEC. De hecho, la mayor parte del
desarrollo en el campo de los monolitos se ha hecho dentro de la rama de la

CEC, para luego ser extrapolado a la cromatografia liquida (HPLC).
1.4.2. Monolitos de polimeros organicos
Para CEC
La diferencia entre electroforesis capilar (CE) y electrocromatografia capilar
(CEC) es la inclusion en esta ultima de una fase estacionaria hidrofébica, nor-

malmente empaquetada en el interior de un capilar, del mismo tipo que los usa-

dos en HPLC. Este empaquetamiento de particulas le otorga ciertas ventajas
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sobre la CE, como es la capacidad para separar moléculas neutras siguiendo el
mismo mecanismo que en HPLC en fase inversa, y un incremento en la capaci-
dad de muestra [53,54]. El resultado es que la CEC presenta unas eficiencias
muy elevadas (del orden de 120.000 platos/m) [55]. Sin embargo, las columnas
para CEC son dificiles de empaquetar, requiriendo, como se ha indicado ante-

riormente, fritas en los extremos de la columna para retener las particulas.

Para sintetizar uno de estos monolitos organicos hay que situar la mezcla de
monomeros, iniciador, entrecruzador y disolvente porogénico en un molde, que
aqui seria el capilar. El disolvente porogénico actia como emulsionante, crean-
do poros en la estructura. Para iniciar la polimerizacion se puede calentar la
mezcla o tratarla con luz ultravioleta. El monolito resultante se lava para elimi-
nar los excesos de mondmeros y de disolvente y, si es necesario, se funcionaliza

con una fase estacionaria apropiada.

| Capilar vacio )

[ Mezcla de polimerizacion }—v
| Capilar lleno )

( Iniciacién térmica ]_V_[ Iniciacién UV )
( Polimero )

[ Bomba mecénica ]— —[ Flujo electroosmético ]

%[ Columna monolitica capilar ]

Figura 1.11 Esquema para la preparacion de un monolito organico para CEC [56].
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Los tres tipos de monolitos que mayor atencion han despertado son:

a)

b)

Polimetacrilatos: son los mas comunes en CEC. Fueron desarrolla-
dos por Svec y Fréchet en 1995 [57]. Estos monolitos tienen grupos
epoxi muy reactivos que permiten la funcionalizacion en linea recta,
incluyendo la adicidon de grupos amino [57] y grupos cargados para
el intercambio anidnico o catidnico [58,59].

Poliestirenos: fueron desarrollados por Wang, Svec y Fréchet en
1993 [60]. Estan basados en un esqueleto fendlico que le da sus ca-
racteristicas hidrofébicas, pudiendo usarse sin funcionalizacion al-
guna. Sin embargo, estos monolitos carecen de la selectividad de la
fase estacionaria por excelencia en HPLC: el octadecilsilano (ODS).
Poliacrilamidas: tanto los geles comprimidos como los monolitos
basados en poliacrilamidas se han usado en CEC [61,62], en micro
HPLC [63] y en cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC)

[61]. Estos monolitos pueden producirse funcionalizados o no.

Para HPLC

Muchos de los monolitos organicos desarrollados para CEC han sido ensayados

también en condiciones de micro-HPLC [61,63,64]. Xie en 1999 fabric6 un

monolito organico tipico para HPLC (4,6 mm de diametro interno) basado en un

polimero de poli(estireno-divinilbenceno) para la separacion de proteinas [65].

En este trabajo separaron cinco proteinas en menos de 20 segundos. Sin embar-

go, la separacion de cinco péptidos no fue posible, aparentemente, debido a la

falta de selectividad de esta fase estacionaria. Por otro lado, Maruska y col.
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describieron el desarrollo de otro polimero obtenido a partir de poliacrilamidas

para micro-HPLC en fase normal que alcanzé los 150.000 platos/m [66].

Al contrario que en CEC, los polimeros organicos no van tan bien para las apli-
caciones HPLC debido a que HPLC es una técnica separativa de alta presion, y
los monolitos organicos poseen una resistencia mecanica muy baja, ademas de
sufrir procesos de hinchamiento con los disolventes que normalmente se usan

en HPLC.

1.4.3. Monolitos de polimeros inorganicos

Para CEC

La mayoria de los monolitos inorganicos para CEC presentan una base silicea y
estan fundamentados en tecnologia sol-gel o en técnicas de consolidacion de
particulas por calentamiento (sinterizado). Ambos métodos pueden usar particu-
las cromatograficas (por ejemplo con una fase estacionaria enlazada) para origi-
nar la separacion de analitos neutros mientras los hidroxilos superficiales del
esqueleto siliceo sustentan el flujo electroosmético. Estos monolitos presentan
las particulas de silice enlazadas dentro de la columna, formando la estructura

reticular del monolito.

Como ejemplo de sinterizado, Asiae describié6 un proceso de sinterizado de
particulas en el cual las particulas de silice eran fijadas dentro de la columna
usando un proceso de calentamiento en dos etapas [67]. El capilar se rellenaba

con particulas de silice C;g y se sometia al proceso de calentamiento para obte-
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ner el monolito poroso. Después se vuelve a funcionalizar con dimetiloctadecil-
clorosilano porque debido al proceso de sinterizado se destruye la fase estacio-
naria. El monolito obtenido poseia mejor estabilidad y fortaleza mecanica que

las columnas empaquetadas.

El proceso de sol-gel, por su parte, consiste en la formacion de un cristal de
silice a baja temperatura y presion atmosférica. El entramado reticular se obtie-
ne a través de la hidrolisis de un alcoxisilicato seguido de una condensacion y
de una polimerizacion [64]. El resultado es un entramado tridimensional de

silice porosa.

Para incorporar las particulas al monolito, hay dos procedimientos:

a) Atrapando particulas: conlleva rellenar un capilar empaquetado
(con particulas) con una mezcla de mondmeros y dejar que polime-
rice [68,69], obteniendo como resultado una red que atrapa y conec-
ta las particulas, el polimero y la pared del capilar. A partir de la po-
limerizacion ya no es necesario el uso de fritas.

b) Cargando particulas: supone inyectar una mezcla de particulas cro-
matograficas y agentes gelificantes dentro de un capilar de silice
fundida vacio [43]. Zare y colaboradores disefiaron una técnica para
cargar particulas creando una matriz inorganica porosa con particu-
las de 3 um usando una suspension sol-gel [70]. Debido a las hete-
rogeneidades en la red, la eficiencia de esta era mas baja (80.000
platos/m) que las columnas tipicas de CEC, mientras que las incon-

sistencias en la suspension origina baja reproducibilidad interco-
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lumna. En 2000, Tang y Lee crearon una red sol-gel incorporando
particulas de 3 pm con una eficiencia mucho mayor (175.000 pla-
tos/m) [71], aunque originaba unas fuertes interacciones con anali-
tos de caracter basico. Ishizuka y colaboradores prepararon una red
de silice continua para CEC sin particulas [72] obteniendo una efi-
ciencia de columna de 128.000 platos/m con largos poros a través

de la misma.

En resumen, los monolitos inorganicos para CEC se estan investigando, pero
solo recientemente han sido capaces de ofrecer la alta selectividad encontrada
en los monolitos organicos. Aun hoy en dia se estan desarrollando métodos para

la manufactura reproducible de monolitos inorgéanicos para CEC.

Para HPLC

En la literatura hay descritos dos tipos de soportes continuos de silice: xerogeles
y silicatos policondensados. En 1996, dos grupos independientes describieron
técnicas para obtener monolitos para aplicaciones en cromatografia liquida.
Fields y col. [51] introdujeron un xerogel rigido formado a presiones atmosféri-
cas para micro-LC y Minakuchi y col. [50] introdujeron la policondensacion de

silicatos para analisis en HPLC.

El xerogel desarrollado por Fields fue obtenido dentro de un capilar de silice
fundida de 0,32 mm de didmetro interno. Su eficiencia fue estudiada usando
benzoato y naftaleno con deteccion UV. El monolito se cre6 calentando un

silicato potasico dentro del capilar de silice fundida, y después fue derivatizado
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con dimetiloctildecilclorosilano para funcionalizar la fase estacionaria. Sin em-
bargo, el monolito era heterogéneo, presentando malas caracteristicas cromato-
graficas (solo 5.000 platos/m).

Minakuchi [50] prepard y evaludé monolitos mas largos (7,0 x 830 mm) creados
basandose en el trabajo previo de Nakanishi [49,73,74]. El proceso es una reac-
cion sol-gel en presencia de polimero soluble en agua. El producto es una co-
lumna monolitica consistente en una tnica pieza de silice con una distribucion
porosa bimodal (macroporos a través del monolito y mesoporos) bien definida.
Los monolitos se encapsulan después de su produccion por un proceso termo-
rretractil de PTFE (polytetrafluoroetileno) [50,75] 6 de PEEK (polietereterceto-
na) [76], ambos mediante calor. Una vez encapsulados se funcionalizan con una
fase estacionaria de dimetiloctildecilsilano. La estructura de los monolitos con-
siste en esqueletos de silice de 0,3-5 pm, poros longitudinales de 0,5-8 pm y
mesoporos de 2-20 nm [50]. El monolito sintetizado por Minakuchi tiene un
esqueleto estructural mas regular que el xerogel como se muestra en la Figura
1.12. La porosidad de estas columnas monoliticas ha sido estimada en mas del
80%, medida mediante cromatografia de exclusion por tamafios usando tetrahi-
drofurano como fase movil y patrones de poliestireno y alquilbenceno como
muestra.

Desde 2000 la empresa Merck comercializa un producto basado en el método
sol-gel de Nakanishi [49] y el método de encapsulamiento de Tanaka [76]. El
reciente desarrollo de las columnas monoliticas ofrece nuevas posibilidades
para realizar analisis rapidos en HPLC.

En esta Tesis Doctoral se emplea una de estas columnas monoliticas comercia-
lizadas por Merck: Chromolith RP-18 (realmente, precolumnas monoliticas),

en fase reversa, con cadenas Cig, y de medidas 5 x 4,6 mm (especialmente dise-



Introduccion 93

fiadas para HPLC), y la de discos monoliticos QA (de amina cuaternaria) basa-
dos en un monolito de glicidilmetacrilato-co-etilenglicoldimetacrilato con gru-
pos de amina cuaternaria enlazados, y de medidas 3 x 12 mm (disponibles co-

mercialmente de la mano de BIA Separations (Ljubljana, Eslovenia).

S EE

MERCEK

Figura 1.12 Formacioén de los monolitos via (a) policondensacion (Minakuchi) y (b)
silicato (Fields).
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1.4.4. Combinacion de columnas monoliticas con sistemas de flujo

Estos materiales han encontrado una amplia aplicacion en ciencias separativas
debido a su alta permeabilidad y a la reducida perdida de carga que muestran.
Asi se han usado en cromatografia de diverso tipo incluyendo cromatografia de
gases, cromatografia de liquidos tanto en HPLC [40] como en cromatografia de
baja presion [77,78] y diversos tipos de electroforesis capilar [41] tanto usando

instrumentacion convencional como dispositivos microfluidicos [79].

La combinacién de técnicas de flujo con columnas monoliticas da como resul-
tado un sistema cromatografico de baja presion capaz de separar mezclas de
analitos que se puede considerar como una metodologia de bajo costo para lo-
grar la necesaria selectividad en analisis [80]. De esta forma la combinacion del
andlisis por inyeccion en flujo (FIA), andlisis por inyeccién secuencial (SIA) o
analisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) con cromatografia utili-
zando columnas monoliticas da como resultado la denominada FIA/HPLC
hibrida [81,82], cromatografia de inyeccion secuencial (SIC) [83] o cromatogra-
fia liquida multijeringa (MSC) [80], ampliando de esta manera las posibilidades

de las técnicas de flujo.

La combinacion de técnicas de flujo con columnas monoliticas se ha usado para
diversas determinaciones, principalmente usando deteccion ultravioleta o con-
ductimétrica. Se han determinado diversas mezclas de principios activos, asi
amoxicilina, ampicilina y cefalexina [80], lidocaina y prilocaina [84], nafazolina

y metilparaben [83], Ambrosoli, metilparaben y acido benzoico [85,86], una



Introduccion 95

mezcla de seis alcaloides opiaceos (morfina, pseudomorfina, codeina, oripavina,
ethilmorfina y tebaina) y cuatro aminas biogénicas (acido vanilmandelico, sero-
tonina, acido 5-hidroxiindol-3-acético y acido homovanillinico) en orina huma-

na [81] o la mezcla de paracetamol, cafeina y acido acetilsalicilico [87].

Se han propuesto procedimientos para determinacién de aditivos en alimentos y
cosméticos, asi la mezcla de cuatro parabenes [88], la mezcla de los edulcoran-
tes aspartato y acesulfamo [89], la de los antioxidantes propilgalato y butil-
hidroxianisol [90] o la de la mezcla de edulcorantes aspartamo, acesulfamo y
sacarina, conservantes metilparaben, etilparaben, propilparaben y butilparaben
y antioxidantes propilgalato y butilhidroxianisol [91]. Se ha utilizado para con-
taminantes como son hidrocarburos aromaticos policiclicos [92] y para mezclas
de cationes y aniones, asi nitrito, nitrato, bromuro, ioduro y tiocianato [93],
fosfato, cloruro, nitrito, nitrato, bromuro, clorato, sulfato, cobre, magnesio, cal-
cio, estroncio y bario [94], yodato, cloruro, nitrato, bromuro, nitrito, fosfato y
sulfato [77] o fluoruro, bromato, cloruro, nitrito, fosfato, bromuro, nitrato,

clorato, sulfato [78].

1.5. Ensayos rapidos y sensores desechables

Los ensayos rapidos combinan técnicas analiticas simples, portatiles y baratas
con procedimientos de analisis sencillos para la identificaciéon y/o determina-
cion de sustancias. Estos ensayos rapidos son de muy diverso tipo, realmente
son dificiles de clasificar, y entre ellos encontramos desde reacciones en disolu-
cién con observacion visual o medida instrumental, a volumetrias con cuentago-

tas, medida de la longitud o radio de zonas coloreadas u otros.
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Todos estos sistemas tienen de comun el que se pueden llevar a cabo fuera del
laboratorio de andlisis habitualmente por razones de privacidad u oportunidad y
sus resultados no suelen tener la misma calidad que los obtenidos en las condi-
ciones controladas de un laboratorio, aunque la diferencia de objetivos perse-
guidos justifica su uso. Sin embargo la exigencia a la hora de caracterizarlos

suele ser idéntica a la de cualquier método analitico propuesto.

Uno de estos sistemas rapidos son los sensores desechables, también llamados
tiras reactivas o sensores de gota plana. Son dispositivos analiticos autoconteni-
dos usados a veces junto con instrumentacion portatil. Estas formulaciones ana-
liticas incluyen todos los reactivos necesarios para hacer un analisis en estado
solido y en contacto con el problema inician una serie de reacciones 0 procesos

que conducen a la determinacion del analito presente [95,96].

Hay diferentes tipos de estrategias para el disefio de estos dispositivos, pero
todos pretenden el ser lo mas independientes posible, de los habituales reque-
rimientos del analisis quimico, tales como muestreo, tratamiento de muestra,
instrumentacion, personal entrenado y laboratorio [95]. Los sensores desecha-
bles, nombre con que los denominaremos a lo largo de esta Memoria, deben de
cumplir una serie de condiciones como son: ausencia de manipulacion de reac-
tivos y disolventes, sencillez de uso, robustez, facilidad de lectura de resulta-
dos, inmediatez, bajo costo y que no precisen para su empleo de un entrena-

miento especial.
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Estos dispositivos cubren necesidades de informacion en casa o a pie de cama
por parte de usuarios no cualificados, aunque hay otras muchas, como pueden
ser laboratorios de rutina de analisis clinicos o investigaciones de campo por
parte de geodlogos, policia cientifica o servicios de vigilancia ambiental con
diversos objetivos, para asi poder determinar de forma rapida valores de para-
metros clinicos en orina y sangre (la conocida como Quimica Seca). También se
pueden usar en procedimientos de muestreo para seleccionar que muestras to-
mar, para monitorizar valores limite en control de procesos, para determinar
componentes labiles, por ejemplo en aguas naturales, mediante analisis in situ, o
para estimacion de niveles de analitos que permitan establecer una estrategia de
analisis. Incluso para cuestiones tan aparentemente nimias como la verificacion
de muestras, por ejemplo, cuando se sospecha una confusion de las mismas

[97,98].

Los sensores desechables se pueden clasificar en dos categorias o formatos dife-
rentes: 1) los basados en observacion visual y 2) los que realizan una medida

instrumental.

1) Los primeros se basan en los papeles reactivos, el mas conocido de los cuales
es el papel de pH. Pretenden clasificar la muestra atendiendo a un parametro de
interés en algun subgrupo de concentraciones. De esta manera se obtiene una
informacion semicuantitativa, basada en la capacidad de discriminacion entre
colores del ojo humano. Este es el caso de dureza o nitratos en agua. Alternati-
vamente, pueden ser de tipo disyuntivo (si/no) seglin se supere un determinado
valor de concentracion, a veces un limite legal. Estan disefiados para que sea

perceptible por encima de ese nivel, asi un test de embarazo [99].



98 Capitulo 1

2) Los basados en una medida instrumental utilizan una medida cuantitativa que
suministra una informacion mas fiable y precisa que la simple distribucion en
categorias. La transduccion utilizada en este tipo de dispositivos puede ser de
diverso tipo, siendo las mas habituales y por este orden: a) electroquimica, ba-
sada en amperometria, técnicas de redisolucion, potenciometria, o conductime-
tria; b) Optica, basada en absorcion molecular UV-Vis, reflectancia difusa, o
emision luminiscente (fluorescencia, fosforescencia, quimioluminicencia, elec-
troquimioluminiscencia); c¢) piezoeléctrica; d) comparacion visual; y e) otras.
Dentro de las electroquimicas, los sensores desechables amperométricos son los
de mayor uso, aunque otros, como los potenciométricos, son de interés. Dentro
de los sensores desechables Opticos, los mas usados son los que se basan en
medidas de reflectancia difusa, aunque también son muy usados en espectrofo-
tometria y fluorescencia, tanto directa como usando campo evanescente y en

menor medida 0 mads raramente, otros como en quimioluminiscencia.

En este tipo de sistemas analiticos, la dimension comercial y econémica es ma-
yor que en otras técnicas y procedimientos, y prueba de ello es el empleo habi-
tual de patentes y modelos de utilidad como forma de proteccion de resultados.
Es frecuente que sean desarrollados por empresas, ya que las caracteristicas que
deben presentar, no solo analiticas sino de estabilidad, robustez mecanica, pre-
cio, etc., hacen que sea necesaria una tecnologia media/alta para compatibilizar
prestaciones y costo. No obstante, suponen una oportunidad de negocio para
muchas empresas por el volumen de potenciales clientes que existen y de hecho

en la actualidad es un préspero campo de actividad y negocio para muchas em-
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presas como Merck, Macherey-Nagel, Kyoritshu, Hach, LaMotte Company,

Industrial Test Systems, etc.

Las ventajas de este tipo de sistemas analiticos ya han sido sefialadas. Los in-
convenientes se refieren al caracter semicuantitativo de muchos de ellos, su baja
exactitud, su escasa capacidad para el analisis de trazas, su caracter dedicado
para un tipo de analito en una matriz dada, lo que hace que tengan escasa versa-

tilidad, salvo que se demuestre su utilidad.

Los sensores desechables se han utilizado para la identificacion o determinacion
de analitos a través de diversas estrategias. De una manera general, para lograr
el reconocimiento el ligando o reactivo se une quimicamente o se entrapa fisi-
camente cerca de la interfase o en el interior de la membrana sensora o bien se
inmoviliza directamente sobre su superficie. La sefial se genera a partir de la
interaccion con el reactivo, quien cambia sus propiedades por reaccion con el

analito, bien €l solo o con el concurso de reacciones acopladas.

Los procesos de reconocimiento deben estar basados en reacciones de suficiente
selectividad, en conjuncion con diversas operaciones analiticas para lograr ob-
tener resultados sobre problemas reales, sin necesidad de tratamiento previo de
muestra ni adicion de reactivos. Por otra parte, deben estar disefiados de forma
que sea facil su manipulacion, sean robustos en su uso, sean estables durante el
almacenamiento y se pueda realizar la medida con seguridad, generalmente
mediante el uso de instrumentos dedicados. Las reacciones que se usan van
desde reacciones de complejacion, a reacciones enzimaticas, reacciones antige-

no-anticuerpo 6 reacciones con ADN.
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Los ensayos de fase solida se pueden clasificar en dos grupos: sistemas
verticales y sistemas horizontales, atendiendo a como se relaciona el problema
conteniendo el analito con la tira reactiva o sensor desechable [95]. En los
sistemas verticales el fluido atraviesa perpendicularmente la capa o capas que
constituyen la zona reactiva sufriendo un conjunto de reacciones y procesos que
permitiran desarrollar una propiedad analitica [100,101]. En los sistemas
horizontales la muestra se deposita sobre una zona de recepcion y se mueve por
flujo fluido a través de la tira de ensayo produciéndose como consecuencia de
esa migracion separaciones cromatograficas, reacciones y/o retenciones de
analito o interferentes, que originaran la propiedad analitica [102,103]. En esta
Memoria de Doctorado solo trataremos de ensayos de tipo vertical, por lo que a

ellos nos atendremos en lo que continua.

En los sistemas verticales se pretende integrar todas las operaciones analiticas
necesarias en un Unico conjunto sobre el que vamos a aplicar la muestra, lo que
provocara, tras la disolucion de los reactivos, caso de que tenga que ocurrir,
diferentes reacciones y procesos que concluiran con la realizacion de la medida.
Los tipos de operaciones a realizar dependeran del tipo de problema y de las

reacciones quimicas usadas para su determinacion.

Los reactivos en los sistemas verticales se encuentran en fase solida y se pueden
distribuir o bien a través de toda la matriz de la zona activa del sensor o bien
pueden estar compartimentados en dominios especificos dentro de la
infraestructura de la matriz. Esta distribucion de reactivos y componentes

necesarios se puede lograr de dos maneras: 1) mediante una Unica capa, los
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llamados sistemas monocapa [104-106] 6 2) mediante un conjunto de capas
diferenciadas que se encuentran apiladas, los llamados sistemas multicapas
[107-110]. La mayor o menor complejidad del sistema dependera del propio
analito, de la complejidad de la matriz que lo contiene y de la selectividad de la

reaccion de reconocimiento.

1.5.1. Esquemas de sensado 6ptico

Para lograr la determinacion o identificacion de la especie de interés se han
utilizado sistemas de muy diverso tipo dependiendo del analito y de la matriz
en la que se encuentre. Refiriéndonos exclusivamente a analitos de naturaleza
quimica y de forma general, el reconocimiento se logra mediante el empleo de
un ligando o reactivo/s que se encuentran quimicamente enlazados o fisicamen-
te retenidos cerca de la interfase o bien en el interior de la capa sensora o alter-
nativamente, directamente inmovilizados en la superficie de la misma. La sefial
se genera a través del reactivo que cambia sus propiedades mediante reaccion
con el analito, bien solo o a través de reacciones acopladas. De esta forma se
produce la sefial y se logra la selectividad requerida por uso de procedimientos

concurrentes de preconcentracion o de separacion.

La sefial optica se genera mediante la interaccion del reactivo, que cambia sus
propiedades Opticas por reacciéon con el analito, bien solo o con la ayuda de
compuestos adicionales —cromoiondforo, fluoroionoforo, colorante indicador,

reactivos auxiliares-.
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Entre ellos podemos citar: a) reacciones redox, este es el caso de la
determinacion de yoduro basada en su oxidacion a yodo y retencion en una
membrana de poliestireno como complejo con polivinilpirrilidona [111]; b)
reacciones organicas, asi la formacion de azoderivados para nitrito
[112,113,113-115] o para nitrato previa reduccién [112,116,117]. También se
puede citar dentro de este grupo la reaccion con aminas aromaticas en presencia
de cobre para cianuro [118] ¢) reacciones de precipitacion o de disolucion de
precipitados, asi para cloruro se han propuesto sistemas basados en cromato de
plata[119], en barberina [120] o en el complejo de Ag(l) de 2,4,6- tri(2-piridil)-
1,3,5-triazina [121]; para sulfato se ha propuesto un sistema basado en el
complejo Arsenazo Ill-bario [122] y otro basado en el complejo &cido
rodizénico-bario [123,124]; d) reacciones enzimaticas; muy habituales en
andlisis clinico, asi para cloruro usando la catalisis por dipeptidilpeptidasa I
(catepsina C) de la hidrdlisis de oligopéptidos derivados [125] o para
hidrogenocarbonato basandose en su cardcter basico débil mediante una
reaccion indirecta en la que interviene una B-galactosidasa y un criptandano
[125]; e) reacciones de complejacion convencionales, asi para vanadato [126] o
para fosfato mediante la clasica reaccion con molibdato y posterior reduccion
[127] o para borato con curcuma [127]; f) reacciones de sustitucion de ligandos
en complejos cromogénicos como la usada para fluoruros [127]; g) reacciones
basadas en ionoforos, asi se ha utilizado para cloruro basado en cloruro de

triciclohexilestafio [128].

1.5.2. Sensores desechables quimioluminiscentes
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Los sensores QL y EQL se han usado principalmente en formato de flujo y de

sonda (fibra optica) [9,129,130] y mas escasamente en formato de un solo uso.

Los sensores QL de un solo uso descritos son principalmente enzimaticos o
inmunolédgicos y la medida de QL se lleva a cabo mediante luminémetros de
sobremesa [131,132], lumindémetros portatiles [132] o diferentes tipos de peli-
culas fotograficas, especialmente peliculas instantaneas [133-135] mediante un
densitometro o un escaner [136] o incluso incorporando la pelicula fotografica

en el elemento analitico como una capa fotosensible [137].

Se han descrito diferentes sensores de un solo uso quimioluminiscentes enzima-
ticos que son habitualmente elementos multicapa que contienen reactivos inmo-
vilizados. Estos reactivos se pueden localizar: 1) en una capa de reactivos como
en el sensor descrito para glucosa que contiene luminol, glucosa oxidasa y pe-
roxidasa en una mezcla de gelatina y 1,2-bis(vinilsulfonilacetamido)etano [138]
o encapsulados en microcapsulas osmosensibles para mejorar su vida util; y 2)
en varias capas, como en el caso sensor para glucosa con enzimas en un disco
de microfibra de vidrio y luminol en una membrana de celofan [133]. Un ejem-
plo de sensores de un solo uso no enzimaticos ha sido el propuesto para H,O, en
agua de lluvia basado en una membrana de hidroxietil celulosa conteniendo

cloruro de cobalto como catalizador y un surfactante [139].

Diferentes inmunoensayos de un solo uso de tipo QL tanto heterogéneos como
homogéneos han sido descritos, entre los que se encuentran ensayos de hibrida-
cion de acidos nucleicos y ensayos inmunoquimicos de tipo sandwich, competi-

tivos y directos.
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Las areas comunes en la disposicion de estos ensayos de tipo heterogéneo son la
capa de reactivos y la capa de captura. La primera capa contiene el ligando mar-
cado que se une inmunoquimicamente con los analitos. La etiqueta pueden ser
enzimas [140,141] o proteinas bioluminiscentes tales como la aequorina [142].
La capa de captura contiene un agente de fijacion que puede ser avidina, un
antigeno, anticuerpo o un receptor inmovilizado por absorcion o enlace covalen-
te al portador, microesferas de vidrio o polimero, fibras o0 membranas, situados
en la zona de difusion o en una capa alternativa inmediata que sea capaz o bien
de competir con el analito por las posiciones de enlace del agente de fijacion
inmovilizado o bien unirse al complejo reactivo-analito. La separacion de los
compuestos marcados no fijados asi como posibles interferentes de la zona de
reaccion previamente a la lectura QL se realiza por lavado y eliminacion del

liquido de lavado a una zona absorbente adyacente.

La aplicacion de la quimica de deteccion en disolucion (luminol, H,O,, surfac-
tantes, potenciadores) pone en marcha la reaccion QL [131,132,140,141,143].
Alternativamente, después del lavar el reactivo marcado sin reaccionar de la
membrana, se puede colocar junto a esa membrana una pieza de papel humede-

cido con la quimica QL para originar la emision QL [144].

Como ejemplo de formatos homogéneos se puede citar un sensor de tres zonas
en el que la segunda zona atrapa el ligando marcado que no ha reaccionado
proveniente de la primera zona y la tercera zona contiene la quimica necesaria

para desencadenar la respuesta QL [142] .
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El uso de estos sensores quimioluminiscentes de un solo uso se ha propuesto
para peroxido de hidrogeno [139], hipoclorito [145], glucosa [133,138], teofili-
na [142], el herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético [144], los herbicidas atra-
zina, terbutilazina y ametrin [131] , 4-n-nonilfenol [132], gonadotropina corid-

nica humana [140], y ensayos de hibridacion de ADN [134,141], entre otros.

1.5.3. Sistemas analiticos con sensores electroquimioluminiscentes de

un solo uso

Las mayores aplicaciones analiticas de EQL se refieren a la iniciacion electro-
quimica de reacciones QL convencionales asi las basadas en luminol o en el
complejo tris(2,2’-bipiridil)rutenio(II) y en mucha menor medida en procesos de

aniquilacion, ya antes citados, por exigir trabajar en medios no acuosos [146].

La EQL ha sido utilizada como técnica analitica empleando diversos tipos de
electrodos para desencadenar la reaccion electroquimica promotora, principal-
mente se han usado macro-electrodos de carbon vitreo, sin embargo su empleo
en sensores de un solo uso exige el empleo de otro tipo de configuraciones de
pequeilo tamafio y buenas prestaciones. Para ello se han utilizado configuracio-
nes similares a las de los sensores electroquimicos de un solo uso. Estos son
celdas electroquimicas autocontenidas en las que se coloca la muestra y se mide
la propiedad eléctrica correspondiente en conexion con instrumentacion porta-
ble o portatil. Se han utilizado diversas técnicas para la preparacion de los sen-
sores electroquimicos de un sélo uso considerando para ello la produccién en
masa, reproducibilidad y costo; principalmente mediante las técnicas de capa

gruesa (serigrafiado) y las de capa delgada (litografiado) [95].
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La primera estrategia, electrodos serigrafiados, ha sido la mas usada para la
preparacion de sensores electroquimioluminiscentes de un solo uso. Asi el gru-
po de L.J. Blum ha desarrollado un sensor para colina basado en la inmoviliza-
cién de colina oxidasa sobre una celda electroquimica serigrafiada (grafi-
to/Ag/AgCl) a partir de la que se mide la EQL usando instrumentacién conven-
cional, aunque es necesario afiadir el problema en tampén conteniendo luminol.
El rango lineal del procedimiento se extiende desde 10 hasta 10™* M [147,148].
Otros ejemplos de electrodos propuestos han sido para tetraciclina [149] o para
oxalato basado, en este ultimo caso, en la inmovilizacion del complejo tris(2,2’-
bipiridil)rutenio(Il) [150]. También se han propuesto en formato biochip, un
microarray de electrodos de grafito serigrafiados para la determinacién multipa-
ramétrica de glucosa y lactato [151]. De forma general se puede decir que el
numero de sensores de un uso de tipo electroquimioluminiscente descritos que
contengan todos los reactivos inmovilizados es, de acuerdo con la bibliografia

consultada, muy escaso.

1.5.4. Inmovilizacién de reactivos en sensores quimioluminiscentes y

electroquimioluminiscentes

Se han utilizado diversos procedimientos para la inmovilizacion de reactivos en
este tipo de sensores QL y EQL. Como ya antes se ha dicho no es habitual que
se inmovilicen todos los reactivos necesarios sino solo algunos y sobre todo en
sensores de tipo flujo, que son los mas habituales, en los que el resto de los re-

activos se llevan con una linea de flujo. Se pueden clasificar en dos grupos: 1)



Introduccion 107

Inmovilizacioén de los reactivos de reconocimiento y 2) inmovilizacién de los

reactivos de transduccion.

Los reactivos de reconocimiento mas usados son enzimas y se han usado diver-
sos procedimientos: a) interaccion electrostatica en cambiadores i6nicos como
Sefarosa DEAE [152]; b) formaciéon de membranas con complejos polidonicos
como puede ser con alcohol polivinilico conteniendo grupos estirilpiridinio
[147] o poli-lisina con poli(4-estirenesulfonato) [153]; ¢) por entrapamiento o
unién quimica con polimeros electrogenerados como pueden ser polipirrol,
polianilina o polifenol [154]; d) uso de estructuras sol-gel [155,156]; e) uso de
liposomas [157]; e) por adsorcidn, asi en poliamidas [158]. Los reactivos de
transduccion quimioluminiscente mas usados han sido luminol y el complejo
tris(2,2’-bipiridil)rutenio(Il) y su inmovilizacion se ha abordado desde diversos
puntos de vista. El luminol muy frecuentemente se ha entrapado fisicamente en
membranas asi de tipo sol-gel [159]; por interaccion electrostatica en cambiado-
res como Sefarosa DEAE [152] o por electropolimerizacion sobre electrodos y
formacion de  membranas de polipirrol [160]. El complejo tris(2,2’-
bipiridil)rutenio(Il) ha sido inmovilizado en membranas de Nafion [161] aunque
también formando pares ionicos en electrodos de pasta de carbon [162] o en
composites como el sol-gel/chitosan [163]. Sin embargo se han usado, aunque
en menor medida, otros reactivos como la luciferina que se ha encapsulado en
microesferas de acido acrilico [164]. Todas estas diferentes estrategias de inmo-
vilizacion fueron empleadas en estudios fundamentales o en sensores de diverso
tipo principalmente de flujo y sonda por lo que la informacidn sobre sensores en

formato de un solo uso es muy escasa y en todo caso esta en fase de desarrollo.
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ANALISIS DE PARABENES EN COSMETICOS
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JA PRESION CON COLUMNA MONOLITICAY
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“El descubrimiento de las leyes de la naturaleza es como tratar de aprender las
reglas del ajedrez a base de observar partidas”

Richard Philip Feynman (1918-1988)
Premio Nobel de Fisica en 1965

“Nada es demasiado dificil si alguien es capaz de hacerlo”

Archer John Porter Martin (1910-2002)
Premio Nobel de Quimica en 1952
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CAPITULO 2: ANALISIS DE PARABENES EN COSMETICOS ME-
DIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA A BAJA PRESION CON CO-
LUMNA MONOLITICA Y DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE

Antes de empezar su discurso, Harald Cramér, miembro de la real sociedad
académica de ciencias, se dirigio a los premiados: “Dr. Martin y Dr. Synge, lo
admirable de los métodos cromatograficos desarrollados por ustedes presentan
un caracter de genio y simplicidad, el cual nunca impedir& la admiracion de las
personas. jEn lugar de hablar de Colén y su famoso huevo, de ahora en ade-
lante se hablard de Martin y Synge y la mancha en el papel! Las aplicaciones
de sus métodos analiticos para la quimica y la biologia son en realidad nume-
rosas e importantes, y podemos confidencialmente preveer ver otras incluso de
mayor importancia en el futuro.”

Discurso de Harald Cramér
Descubrimiento de la cromatografia de particién
Fundacion Nobel, 1953, Estocolmo. Suecia

2.1. Introduccion

La combinacion de la cromatografia con las técnicas de flujo ofrece algunas
caracteristicas interesantes. Los métodos de flujo presentan ventajas como la
simplicidad, bajo coste, versatilidad, velocidad y, generalmente, buenas presta-
ciones analiticas, pero no permiten la separacion de una mezcla de analitos. La
cromatografia liquida a su vez es una técnica bien establecida que tiene una alta
selectividad y rendimiento, pero requiere de una instrumentacion mas costosa y
complicada que las técnicas de flujo. Esto justifica la combinacion de técnicas
tales como el analisis por inyeccion en flujo (FIA) [1,2], analisis por inyeccion
secuencial (SIA) [3] o el analisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA)
[4] con las separaciones cromatograficas a baja presion para lograr una metodo-

logia selectiva de bajo coste.
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La clave para la combinacion de estas técnicas consiste en el empleo de colum-
nas monoliticas. Estas estan formadas por un polimero monolitico poroso rigido
con alto grado de entrecruzamiento, estructura bien definida y con distribucion
bimodal del tamafio de poro, conteniendo mesoporos para la retencion de anali-
tos y macroporos para el flujo que los atraviesa facilitando una buena separa-
cioén y presentando una alta estabilidad quimica y buenas condiciones de flujo,

llegando a alcanzar hasta unos 15 ml'min™ [5-7].

Han sido utilizadas diferentes combinaciones de técnicas de flujo y materiales
monoliticos para separar mezclas de principios activos [1,3,4,8-11], contami-
nantes como son los hidrocarburos aromaticos policiclicos [12] o mezclas de
cationes y aniones inorganicos [7,13-15]. En todos estos métodos los detectores
utilizados fueron detectores de fila de diodos DAD (Diode Array Detector) o

detectores conductimétricos.

La quimioluminiscencia (QL) es un fenémeno observado cuando el producto
excitado vibracionalmente de una reaccion exergonica se relaja a su estado fun-
damental con emision de fotones, y ha sido ampliamente utilizada como méto-
do de deteccion en diferentes técnicas como HPLC, electroforesis capilar, cro-
matografia en capa fina o FIA [16]. Existen diferentes tipos de reacciones qui-
micas que se utilizan para generar emision quimioluminiscente, aunque una de
las mas versatiles es la combinacion de Ce(IV) y Rodamina 6G. Esta reaccion
ha sido aplicada en FIA para determinar diferentes compuestos como son cap-
topril [17], clorpromazina [18], fentolamina [19], hidroclortiazida [20], tiazida

[21], acido ferulico [22] o parabenes [23]. En todas estas determinaciones tipo
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FIA no se utilizaron etapas separativas sino la determinacion directa del analito
o en mezcla en matrices no interferentes. Este planteamiento limita muy consi-

derablemente su aplicabilidad.

La deteccion QL ha sido utilizada escasamente en sistemas cromatograficos de
baja presion empleando columnas monoliticas. Asi, Adcock y col. [1] propusie-
ron un sistema hibrido HPLC/FIA para la separacion de seis alcaloides y cuatro
aminas biogénicas utilizando una columna monolitica de 25 mm de longitud y
deteccion QL basada en la reaccion del tris-(2,2’-bipiridil) rutenio (III) y per-
manganato. Por otro lado Paull y col. [2] utilizaron un disco monolitico de tipo
quelante basado en grupos iminodiacetico de 3 mm de longitud para la retencion
selectiva Cu(Il) basandose la deteccion QL en la reaccion de la 1,10-

fenantrolina con peroxido de hidrogeno.

e} O\ O (o) Oé O\/\ Oé O\/\/
OH OH OH OH

MP EP PP BP

Figura 2.1 Estructura molecular de los cuatro parabenes ensayados en este capitulo:
metilparaben (MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP), y butilparaben (BP).

Los parabenes son series homologas del acido p-hidroxibenzoico esterificado en

el carbono 4 del anillo bencénico, con grupos metil, etil, propil o butil, lo que
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resulta en los compuestos metilparaben (E-219), etilparaben (E-215), propilpa-
raben (E-217) y butilparaben (Figura 2.1).

Estos compuestos son utilizados ampliamente como bactericidas en alimentos,
bebidas, productos farmacéuticos y cosméticos [24,25]. Su presencia en cosmé-
ticos, especialmente en consumidores que los usan a diario y en grandes canti-
dades, puede inducir dermatitis alérgica por contacto [26,27]. Su utilizacion esta
regulada por la directiva 76/768/EEC donde se indica que la concentracién
maxima permitida en los productos que contienen un éster es del 0,4 %, y para

los que contengan mezclas de los ésteres se tolera un maximo de un 0,8 % [28].

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado previamente la separacion de
la mezcla de los cuatro parabenes en diversos tipos de cosméticos [29], asi co-
mo en mezclas con antioxidantes y edulcorantes en cosméticos y alimentos [30].
En ambos casos se utilizé un sistema cromatografico de baja presion basado en
una columna monolitica y deteccion espectrofotométrica. En este capitulo se
pretende utilizar la deteccion quimioluminiscente para la determinacion de pa-
rabenes con el objeto de poder incrementar la sensibilidad del método y ampliar

su aplicacion en el analisis de cosméticos.

2.2. Experimental

2.2.1. Productos quimicos y materiales
Disoluciones patron de 1,6:10% M de metilparaben (MP) (Sigma-Aldrich Qui-
mica S.A., Madrid, Espafia, 99 %), etilparaben (EP), propilparaben (PP) y butil-
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paraben (BP) -los ultimos tres de Fluka, Madrid, Espafia, 99 %- fueron prepa-
rados por pesada exacta de cada uno de los compuestos y disolucion en acetoni-
trilo (ACN) (Panreac Quimica S.A, Barcelona, Espafia, 99,9 % v/v, grado
HPLC). Estas disoluciones fueron espectrofotométricamente estables, al menos
durante dos meses, protegidas de la luz y guardadas en el refrigerador a 4°C.
Las disoluciones de trabajo se prepararon con la correspondiente dilucidon con
agua, manteniendo un porcentaje del 12 % (v/v) en ACN. Ademas, se prepard
una disolucion 6,57-10* M que contenia una mezcla de los cuatro parabenes,

conservandose en refrigerador a 4 °C para su uso posterior.

Los reactivos QL utilizados fueron: disolucién 102 M de la sal sulfato de
Ce(IV) y amonio dihidrato (99 %) y acido sulftrico 1 M, siendo ambos facilita-
dos por Merck (Madrid, Espafia) y 10 M de cloruro de rodamina 6G (Ro 6G)
95 % suministrada por Sigma. Todos los productos quimicos empleados fueron
de calidad analitica. Las disoluciones acuosas se prepararon empleando agua
purificada por dsmosis inversa usando el sistema Milli-RO mas Milli-Q (Milli-

pore, Bedford, MA, EE.UU.).

2.2.2. Instrumentacién y programas informaticos
El sistema de flujo empleado consiste en dos bombas peristalticas Gilson Mini-
puls-3 (Gilson, Inc., Middleton, EE.UU.) de 4 canales que trabajan a velocidad
de flujo constante, junto con 2 valvulas rotatorias de volumen variable Rheody-
ne 5041, empleada una como valvula de inyeccion y otra como valvula de se-
leccion. Como accesorios se emplearon tubos PTFE (Omnifit, Cambridge, UK)

de 0,8 mm d.i. y 1,6 mm d.e. y diversos conectores de diferentes diametros.
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Como elemento separativo para el sistema de flujo se utiliz6 una minicolumna
monolitica de C;g (cartucho de guarda Chromolith RP-18 con tapén de empa-
que) (5 mmx4,6 mm d.i.) de Merck (Darmstadt, Alemania). Las mediciones
quimioluminiscentes se llevaron a cabo mediante un luminémetro de la casa
comercial Camspec (Camspec Ltd., Cambridge, UK) conectado a un ordenador

personal mediante una tarjeta integrada INT7 - 24 bit A/D.

Otros instrumentos utilizados fueron un espectrofotometro de filas de diodos
DAD Hewlett Packard HP-8453 (Nortwalk, CT, EE.UU.) conectado a un orde-
nador personal y equipado con células de flujo 138-QS de 1 mm de paso de luz;
un cromatdgrafo liquido Agilent de la serie 1100 con deteccion DAD provisto
de una columna Zorbax Cg que fue empleado para validar el método propuesto;
y un pHmetro digital con un electrodo combinado de calomelanos saturado
(Crison Instruments, Barcelona, Espafia). Los programas informaticos emplea-
dos para el tratamiento de datos fueron: programa CSW32 suministrado por la
casa DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Praga, Republica Checa) para la interpreta-
cion y tratamiento de los datos quimioluminiscentes, Statgraphics (Manugistics
Inc. and Statistical Graphics Corporation, 1992, EE.UU.), ver.4.0 (1993) y Mi-
crosoft Office 2003.

2.2.3. Procedimiento

< Patrones y muestras
Se introducen muestras o patrones con concentraciones que oscilan entre 10° y
10* M en los diferentes parabenes MP, EP, PP y BP y con la misma composi-

cion que el portador A en el sistema de flujo a través de una valvula de inyec-
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cion usando un bucle de 75 ul de capacidad. El flujo del portador A (12%
ACN:H,0 v/v) se mantiene a una velocidad de 2,6 ml-min”' cambiandose,
transcurridos 75 s, a un portador B (27% ACN:H,O v/v) mediante la apertura de
la valvula de seleccion (Figura 2.2). Después de que la muestra haya pasado por
la minicolumna y los analitos ya estén separados, se mezcla, a través de un co-
nector de 4 vias, con dos disoluciones para la generacién de quimioluminiscen-
cia, siendo la primera de Ce(IV) 2-107 M disuelto en H,SO,2 M y la segunda
Ro 6G 4-10™ M. Para transportar las disoluciones que generaran quimiolumi-
niscencia se utiliza una segunda bomba peristaltica que opera a una velocidad
de flujo de 2,5 ml-min”. La sefial analitica QL utilizada para la determinacién
de los parabenes corresponde a la diferencia entre el maximo de la sefal QL (I;)
y la sefial de fondo (Ip). La relacion entre la concentracion y la altura del pico se

establecido mediante calibracion convencional con patrones externos.

®

% Referencia

Se utilizd6 como método de referencia una adaptacion del método HPLC-DAD
propuesto por Borremans y col. [31]. Para ello se empled un cromatdgrafo de
liquidos con una columna de silice Cg de 5 um de tamafio de particula y dimen-
siones 150 x 4,6 mm que trabaja en modo isocratico y utilizando como fase
movil agua/acetonitrilo/metanol/tetrahidrofurano (60/25/10/5) a un flujo consta-
te de 1,0 ml-min”". Los cromatogramas se obtienen midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 254 nm. Para obtener la funcion de calibracion se utili-
zaron 5 patrones de diferente concentracion de la mezcla de parabenes y 3 répli-

cas de cada uno utilizando la altura de pico como parametro analitico.
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@

« Mantenimiento

Para un correcto mantenimiento del sistema de flujo, especialmente para la mi-
nicolumna, es necesario realizar un cierto mantenimiento y preparacion. Asi
antes de realizar el analisis se hace pasar el portador A a un flujo de 2,6 ml-min
" durante 5 minutos para acondicionar la minicolumna. Después de cada anali-
sis, es decir, cuando la sefial vuelve a la linea base, lo que ocurre a unos 150 s
después de iniciado el analisis, se acondiciona nuevamente la columna con el
portador A durante 30 s. Para mejorar el tiempo de vida de la minicolumna y

tras ser usada, se lava primeramente durante 5 minutos con el portador A para

finalmente lavar con agua durante otros 5 minutos.

12% Vé}VUI?'de Muestra
ACN A seleccion \l/
27 % 1
ACN B
Valvula de
inyeccion Minicolumna
Ro 6G C
2
Ce (IV) D
Luminémetro
Bombas

peristalticas

Figura 2.2 Configuracion del sistema de flujo con minicolumna y deteccion QL.
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2.2.4. Muestras
Las muestras empleadas para aplicar el método desarrollado para el analisis de
parabenes consistieron en una crema limpiadora y en unas toallitas limpiadoras

para el aseo personal.

La composicion de la crema limpiadora era la siguiente: agua, butilenglicol, Ci,.
15 alquil benzoato, dimeticona, glucosido de cetearilo, alcohol cetiestearilico,
capriloil glicina, canela (Cinnamomum zeylanicum), extracto de cedro (Cedrus
atlantica), portulaga (Portulaca oleracea), gluconato de cinc, gluconato de co-
bre, alantoina, bisabolol, hexilenglicol, propilenglicol, polimeros Ci¢.3 de alquil
acrilato, goma xantana, sarcosina, hidroxido sodico, fenoxietanol, metilparaben,

etilparaben, propilparaben, butilparaben y fragancia.

La toallitas limpiadoras contenian humedeciendo la celulosa: agua, dimeticona,
propileno, fenoxietanol, glicol, vinilacrilatos de sodio, polimeros de isodecanoa-
to, metilparaben, EDTA disddico, etilparaben, propilparaben, olisorbato 20 y

perfume.

2.2.5. Preparacion de la muestras
Para el analisis de la crema limpiadora, una adecuada cantidad (generalmente 1
g) fue pesada y mezclada con 5 ml de metanol. La disolucion fue introducida en
un bafio de ultrasonidos durante unos 10 minutos y se filtr6 con un filtro de
jeringa de 0,45 pm [32]. Mas tarde, una cantidad adecuada de esta disolucion se

diluy¢ hasta 10 ml con ACN/agua al 12%.
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Para el analisis de las toallitas limpiadoras se hizo una adaptacion del procedi-
miento propuesto por Saas y col. [33]. Una adecuada cantidad (unos 3 g) se
pesd y se cortd en tiras finas para facilitar el contacto con el disolvente. Se afia-
dieron 25 ml de ACN vy se introdujeron en un bafio de ultrasonidos durante 30
min a 50°C y la mezcla se filtré con un filtro de jeringa de 0,45 um. Finalmente,

la disolucion se evapor6 a sequedad y se disolvid el residuo en 10 ml de ACN.

Las muestras analizadas se midieron por triplicado y se utilizé la media de los

valores de las alturas de pico para la adquisicion de los datos.

2.3. Resultados y discusion

Los alquil hidroxibenzoatos, extensamente empleados como conservantes, son
una mezcla de los cuatro primeros homoélogos y para su resolucion es necesario
un proceso de separacion. En un trabajo anterior [29] de nuestro grupo de inves-
tigacion estudiamos la viabilidad de esa separacion utilizando minicolumnas
monoliticas incluidas en un sistema de flujo con deteccion ultravioleta. Aqui
hemos combinado la capacidad separativa de estas minicolumnas con las venta-
jas que la quimioluminiscencia puede aportar a la deteccidon analitica de los
parabenes. Ventajas que se reflejan en términos de selectividad, escogiendo la
quimica mas adecuada para la generacion de quimioluminiscencia, y sensibili-
dad, como es habitual en esta técnica de emision molecular. Por ello, se estudid
en primer lugar la separacion cromatografica de los parabenes usando un siste-
ma FIA a baja presion, utilizando deteccion espectrofotométrica, para estudiar y
optimizar en segundo lugar la deteccion QL considerando la influencia de las

condiciones de separacion sobre esta deteccion QL.
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2.3.1. Procedimiento de separacion
Como elemento separativo se eligidé una minicolumna monolitica comercial
Chromolith, utilizada como columna de guarda en HPLC y cuyas caracteristicas
son silice C;g de 5 mm de longitud y 4,6 mm de diametro con un tamafio de
particula de 0,3-5,0 pm. El empleo de una columna monolitica de tan pequefia
longitud hace posible resolver las habituales caidas de presion observadas en
sistemas FIA cuando se utilizan minicolumnas rellenas convencionales, lo que
impide el uso de las habituales bombas peristalticas [7]. En este caso, la caida
de presion se reduce si se utilizan tubos de 0,8 mm de diametro interno, siendo

el flujo méaximo alcanzado de 2,6 ml-min™".

Las principales variables que influencian la separacion son la composicion del
portador, compuesto habitualmente de una disolucion amortiguadora para ajus-
tar el pH y un cierto porcentaje de un disolvente organico para ajustar la polari-
dad. Como los cuatro parabenes tienen sus pK, bastante similares (MP 8,87; EP
8,90; PP 8,87 y BP 8,79) [34], el pH no es relevante para preparar una separa-
cion de los mismos, y por esta razén no se utilizé ningun tampoén. Por otro lado,
no se ajustaron las condiciones de acidez que son necesarias para la que la pos-
terior reaccion QL se lleve a cabo para impedir que la hidrélisis de los parabe-

nes tenga lugar durante la separacion en la minicolumna.

De los distintos portadores que se pueden utilizar, los mejores resultados fueron
obtenidos con las mezclas ACN/agua y MeOH/agua. Comparando ambos por-
tadores, seleccionamos ACN/agua porque se necesita un menor porcentaje de
ACN para obtener los mismos resultados que los obtenidos con la mezcla

MeOH/agua, reduciendo asi el vertido de disolventes orgédnicos al medio am-
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biente. El comportamiento de los parabenes en la minicolumna esta acorde con
su polaridad, esto es MP<EP<PP<BP, siendo el BP el mas apolar. Se observa
que cuantos mas grupos metileno tiene la molécula, mayor es el tiempo de re-
tencion, tal como indica la Figura 2.3. La representacion de los resultados, como
el ancho de banda y tiempo de retencion se mostraran a lo largo del Capitulo de
una manera mas intuitiva mediante un diagrama de barras donde las barras de

error horizontales indican el ancho de banda.

Adicionalmente, si se considera el efecto de ambos disolventes sobre la quimio-
luminiscencia, se observa en ambos casos un decrecimiento en la emisién QL.
Asi, un 20% de MeOH supone un decrecimiento del 34,7% y un 15% de ACN
supone una reduccion del 5,3%, siendo el efecto similar al observado por San-
tiago y col.[35]. Este hecho confirma la eleccion de ACN/agua como portador

en esta separacion.

MP

EP

PP BP

T/ min

Figura 2.3 Representacion de los resultados mediante diagramas de barras.
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Como se muestra en la Figura 2.4.(a) la resolucion de los cuatro parabenes es
posible llevarla a cabo en la minicolumna si se trabaja en modo isocratico. Con-
siderando la resolucion de los analitos podemos elegir como portador un 18 %
de ACN/agua, aunque el tiempo de andlisis necesario es demasiado alto, de
unos 600 s. Sin embargo la eleccion de un 12 % produce una mejora en la sen-

sibilidad QL pero un mayor tiempo de analisis (1400 s).

OMP OEP EPP EBP

(a) (b)

0 400 800 1200
T/s

Figura 2.4 (a) Dependencia del porcentaje de ACN con respecto al tiempo de retencion
para los diferentes parabenes (cada valor es la media de tres medidas). Condiciones:
portador: ACN/agua. Patrones 12,5 mg-1"'; velocidad de flujo: 1,4 ml-min”'; volumen
del bucle: 150 pl. (b) Dependencia de la composicion del portador B con el tiempo de
retencion. Condiciones: Portador A: 12 % ACN/agua, portador B: ACN/agua. Veloci-
dad de flujo: 2,6 ml-min’'; Patrones, 12,5 mg~1'1; volumen del bucle: 150 ul. Las barras
representan el tiempo de retencion de los parabenes y las lineas horizontales (barras de
error) son la anchura de los picos.

Una de las soluciones que se intentaron fue el incrementar la velocidad de flujo,
pero incluso trabajando al flujo més alto posible (2,6 ml-min™) el tiempo de

analisis resultaba atn demasiado alto (500 s al 12 % de ACN) debido al alto
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tiempo de retencion que presentaban los dos ultimos parabenes PP y BP. Por
consiguiente, se selecciond esta velocidad de flujo 2,6 ml'min™ y se estudio
como minimizar el tiempo de analisis modificando la polaridad del portador una
vez que el MP y EP fueran eluidos. Para ello se cambi6 el portador A por otro
portador B y se optimizd su concentracion siendo las condiciones 6ptimas un 27

% ACN/agua, como puede verse en la Figura 2.4.(b).

El empleo consecutivo de estos dos portadores permite obtener una buena reso-
lucion entre todos los picos (Rs > 1,2) y un razonable tiempo de analisis (150 s).
Con el portador A, ACN/agua al 12 %, separamos MP y EP, y con el portador
B, ACN/agua al 27 %, separamos PP y BP. En estas condiciones, los tiempos de
retencion para los cuatro parabenes son: 29 s MP, 65 s EP, 104 s PPy 125 s BP.

2.3.2. Optimizacion de la deteccién QL
La optimizacion de las condiciones QL fueron estudiadas independientemente y
de forma univariante para cada paraben, obteniendo al final valores de compro-
miso para todos ellos. La configuracion del sistema FIA empleado es diferente a
la que se propone en bibliografia [23,36], sobre todo en la disposicion de la
disolucion portadora que mueve los analitos. Generalmente en bibliografia suele
incluirse ademas el fluordforo de la reaccion QL, en nuestro caso Rodamina 6G.
Sin embargo esta configuracion contribuye a la saturacion de la minicolumna.
Por esta razon se utilizaron diferentes lineas de flujo tanto para los reactivos

quimioluminiscentes como para los parabenes ya separados.

+ Velocidad del flujo total
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Como puede observarse en la Figura 2.2, utilizamos dos bombas peristalticas
para las dos etapas de que consta el sistema: la separacion y la deteccion. Como
la velocidad de flujo de la bomba utilizada para la separacion se fijo en 2,6
ml-min”', se estudi6 la dependencia de la emision QL respecto del flujo total,
ajustando para ello la velocidad de flujo que proporciona la segunda bomba

peristaltica.
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Velocidad de flujo / ml-min™

Figura 2.5 Variacion de la sefial QL con el flujo. Condiciones: Ce(IV)
102 M; Ro 6G 10 M; patrones 2 mg-1" (¢ MP, m EP, A PP, @ BP). El
eje x muestra el flujo total compuesto por las dos bombas peristalticas
del sistema.

La Figura 2.5 muestra que la emision QL se incrementa conforme aumentamos
la velocidad del flujo total hasta alcanzar un méaximo a 5,1 ml-min”', debido a
que esta se va produciendo cada vez mas cerca de la célula de flujo. A altas

velocidades (mayores que 5,1 ml-min™) decrece la sefial ya que el punto maxi-
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mo de la emision se desplaza alejandose de la célula de flujo. Asi que se selec-

ciond 2,5 ml-min™' para la segunda bomba peristaltica.

@

% Concentracion de H,SO,

La deteccion, que involucra la reaccion de Ce(IV) y diferentes fluor6foros como
Ro 6G, requiere condiciones fuertemente acidas que provienen en este caso del
H,SO, empleado para la preparacion de la disolucion de Ce(IV). La Figura 2.6

muestra un maximo de emision para todos los parabenes a una concentracion 2
M de stO4.
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Figura 2.6 Variacién de la sefial QL con respecto a la concentracion de
H,SO0,. Condiciones: Ce(IV) 102 M; Ro 6G 10 M; volumen del bucle: 50
ul; patrones 2 mg-1" (¢ MP, m EP, A PP, ® BP). Las barras verticales re-
presentan la repetibilidad para cada sefial QL (tres réplicas por punto).

Este comportamiento es debido a que cuanto mayor sea la concentracion de

acido sulfurico, mayor es la velocidad de hidrolisis de los parabenes, y por tan-
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to, mayor es la sefial QL emitida, explicacion que se discutira con mas detalle

cuando se trate del mecanismo [23] (Seccion 2.3.3).

% Volumen del bucle
Estudiamos bucles de diferentes longitudes, y por consiguiente de diferentes
volumenes, de 20 a 150 ul, para la introduccion de la mezcla de parabenes. Co-
mo es habitual en FIA, se observa que la anchura del pico se incrementa con el
volumen inyectado, reduciéndose asi la resolucion a altos volimenes. La Figura
2.7 muestra un pequeio incremento de la sefial QL al aumentar el volumen del
bucle. Cuando éste se incrementa de 20 a 150 pl los parametros cromatograficos
también lo hacen, al igual que el tiempo de andlisis que se incrementa en un
14,3 %, manteniéndose la resolucion a valores constantes (Rs: 3,1-3,5) tal como

indica la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Incremento producido (%) sobre los parametros cromatograficos
al aumentar el volumen del bucle de 20 a 150 pl.

Parametro MP EP PP BP
Tiempo retencién % 13,1 13,5 15,0 13,3
Altura % 100,8 97,0 89,3 119,6
Area % 135,8 1233 99,1 106,9
Ancho de banda % 30,8 4,8 9,1 20,0
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Figura 2.7 Variacion de la sefial QL con respecto al volumen del
bucle utilizado. Condiciones: Ce(IV) 102 M; Ro 6G 10 M; H,SO,
2 M; patrones 2 mg-1" (¢ MP, m EP, A PP, e BP).

Volimenes mayores que 150 pl dan como resultado un fuerte solapamiento (Rs
<0,5), por lo que se seleccioné como optimo un volumen de 75 pl como com-

promiso entre la sefial analitica, tiempo de analisis y anchura de la banda.

7

+«»+ Concentracion de Cerio(1V)
También se examind el efecto de la concentracion de Ce(IV) sobre la intensidad
de QL. Se estudiaron diferentes concentraciones entre 6-10° My 6:10% M ob-

teniendo la mejor sefial a una concentraciéon de 2-10> M (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Variacion de la sefial QL con respecto a la concentra-
cion de Ce(IV). Condiciones: Ro 6G 10 M; H,SO,4 2 M; volumen
bucle 75 pl; patrones 2 mg-1"' (¢ MP, m EP, A PP,  BP).

El decrecimiento de la sefal a altas concentraciones de Ce(IV) ha sido descrito
en bibliografia y puede ser debido a dos causas: 1) una absorcion de la radiacion
QL por exceso de Ce(IV) que hace que la disolucion sea de un color amarillo
intenso [23] 6 2) que el maximo del transcurso de la reaccion ocurra antes de
que la disolucion llegue a la célula de flujo del lumindémetro porque la velocidad
de la reaccidn se incrementa con la concentracion de Ce(IV) [19]. Para dilucidar
la causa de este comportamiento, se realizé un experimento indirecto utilizando

para ello un nuevo esquema FIA (Figura 2.9).
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Este nuevo esquema FIA no contiene la minicolumna. Simplemente consiste en
dos disoluciones, Ce(IV) y Rodamina 6G, teniendo esta ultima doble funcion:

ser disolucion portadora de los analitos y originar la sefial QL.

Muestra

|

Ro 6G
O )
Ce(IV) inyeccion

Conector
T

Figura 2.9 Sistema FIA utilizado para justificar el efecto de la concentra-

cion de Ce(IV).
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Figura 2.10 Efecto de la longitud B de la configuracion FIA
de la Figura 2.9. Condiciones: Ro 6G 4-10* M; H,SO, 2 M;
Ce(IV) 2-10™ M; volumen del bucle 75 ul; patron MP 2 mg-1™!
y velocidad de flujo 2,5 ml-min™.
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Se observa que un incremento de la distancia B (> 5 cm) disminuye la sefial QL
(Figura 2.10), debido a que el maximo de la emisién QL ocurre entonces en el
interior del tubo, antes de alcanzar la cubeta de flujo, ya que al incrementar la
longitud del mismo, el efecto es similar a incrementar la concentracion de
Ce(IV), confirmando en consecuencia la hipotesis de Yuming Huang y col.
[19].

R/

% Concentracion de Rodamina 6G
Se prepararon disoluciones acuosas de Ro 6G, comprendidas entre 10* y 8-10™
M, modificandose la sefial QL tal como indica la Figura 2.11. Se seleccion6

como concentracion de trabajo optima 4-10* M por su mejor repetibilidad.

150
>
=
— 100
o
=
5
w2
N ’/‘/_—‘/.w
0
0 2 4 6 8

Ro 6G /M-10™

Figura 2.11 Variacion de la sefial QL con respecto a la concentra-
cion de Ro 6G. Condiciones: Ce(IV) 2-102 M; H,SO, 2 M; volu-
men bucle: 75 pul; patrones 2 mg~1’1 (¢ MP, m EP, A PP, @ BP).
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Cuando la concentracion de Ro 6G se incrementa, la emision QL disminuye
lentamente debido a la formacion de dimeros no fluorescentes de Ro 6G que

actiian como atenuadores de la emision del monémero [37].

®

% Fuerzaidnica

La fuerza idnica se estudioé afiadiendo diferentes cantidades de NaCl al portador
(hasta una concentracion de 0,25 M), no observandose, como se deberia esperar
para este tipo de analitos, ninguna influencia sobre los tiempos de retencion,
aunque si se observan ciertas variaciones en la altura de los picos (para MP, PP
y BP hay incrementos del 2,1 %, 7,6 % y 7,6 %, respectivamente, y para EP
disminuciones del orden del 5,1 %). Por lo tanto, no fue necesario adicionar

sales a las disoluciones portadoras.

2.3.3. Mecanismo de la Quimioluminiscencia
El mecanismo de la reaccion de Ce(IV)-Ro 6G ha sido estudiado en profundi-
dad en la bibliografia [19,36,38,39] y su mecanismo de reaccioén con los para-
benes ha sido discutido por Zhang y col. [32] y Hua Cui y col. [23]. En este
apartado discutiremos el mecanismo y ofrecemos datos adicionales que lo con-

firman y completan.

Cuando el Ce(IV) reacciona con Ro 6G, ocurre una pequeiia emision quimiolu-
miniscente, como puede verse por el pequefio pico que aparece al principio del

registro de la Figura 2.13. Esta emision es debida a la reaccion redox siguiente:
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Ce(IV) + Ro 6G — Ce(IID)* + Ro 6Gx (ec. 1)

La Ro 6G,x no es fluorescente [40] y el Ce(IlI) se encuentra en su estado excita-
do. Este Ce(IlI)* puede volver a su estado fundamental teniendo a su vez una
pequeiia emision QL, pero en presencia del fluoroforo Ro 6G le transfiere su

energia emitiendo mas quimioluminiscencia [36]:

Ce(IID* + Ro 6G — Ce(IlI) + Ro 6G* — Ro 6G + hv (ec. 2)

La presencia de un compuesto fendlico en esta reaccion redox, como es el caso
de los parabenes, incrementa fuertemente la emision QL. Para los parabenes se
ha propuesto que la reaccion QL es debida al 4cido p-hidroxibenzoico (PHBA)

generado por hidrolisis acida:

Paraben + H,SO, — PHBA + RH (ec. 3)

donde RH es el alcohol correspondiente. El mecanismo de esta reaccion es el

siguiente, como muestra la figura 2.12:
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Figura 2.12 Mecanismo de la hidrélisis acida de los parabenes [41].

Este PHBA es facilmente oxidado por Ce(IV) produciendo Ce(IIl)*, como ex-
perimentalmente han observado Hua Cui y col. [23] dando los correspondientes
productos de oxidacion que consisten en el acido 3,4-dihidroxibenzdico, la 1,4-

hidroquinona y la 1,4-benzoquinona, aqui llamados PHBA,, [42]:

Ce(IV) + PHBA — Ce(II)* + PHBA (ec. 4)

Este Ce(IlI)* en presencia de Ro 6G puede llegar a dar una mayor y mas intensa
emision debido a la mayor produccion de Ce(I11)* por parte del PHBA que de la
Ro 6G [18].

De hecho, observamos que el PHBA origina la emision QL, sin embargo al
probar con distintos parabenes a la misma concentracion (Figura 2.13) se obser-

va que las sefiales se producen con diferente intensidad.
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Figura 2.13 Registro de los 4 parabenes (1 mg-1"") inyectados por separado. Condicio-
nes: 2:102 M Ce(IV); 4-10* Ro 6G; H,SO, 2 M; volumen bucle: 75 pl; velocidad de
flujo 2,5 ml-min™".

Este resultado aparentemente contradictorio puede ser debido a la diferente
velocidad de hidrolisis que experimenta cada paraben. Un incremento de la
cadena alquilica en los parabenes incrementa la resistencia a la hidrolisis [24].
Si consideramos la constante basica pKy del grupo saliente (29,5 para el grupo
metilo, 29,9 etilo, 30,2 propilo y 30,5 butilo) [41] esta se incrementa al aumen-
tar la cadena de carbonos, dificultando la salida de la cadena alquilica de la
molécula y disminuyendo la sefial QL; datos que concuerdan con los resultados
de la hidrdlisis enzimatica de parabenes realizada por Valkova y col. [43] ya
que las Vi que obtienen, en mM-min™', corroboran nuestros resultados: 0,15

para MP; 0,078 PP y 0,031 BP. Por tanto, cada pico de la Figura 2.13 corres-
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ponde al mismo PHBA que proviene de un paraben distinto por ser diferente la

velocidad de hidrolisis.

Muestra
¢ A
Ro 6G @
Valvula de
Ce(IV) inyeccion
Conector
T

Figura 2.14 Sistema FIA utilizado para explicar el mecanismo de reaccion.

El mecanismo sugiere entonces que cuanto mayor sea la cantidad de PHBA,
mayor sera la emision. Asi, seria posible concebir un esquema FIA en el que se
mezclaran previamente los parabenes separados con Ce(IV) en H,SO, para pos-
teriormente juntarse con un flujo de Ro 6G, sin embargo este esquema no da
resultados satisfactorios debido al corto tiempo de vida (milisegundos) del

Ce(III)* producido.

Para apoyar el anterior mecanismo que supone que las ecuaciones 1 a 4 ocurren
simultaneamente, pero en diferente extension, se ha hecho uso del esquema FIA
presentado previamente (Figura 2.14) para separar la mezcla de los reactivos. Si
el Ce(IV) es mezclado primero con los parabenes, ocurre una fuerte hidrolisis y
por tanto mas emision QL. Este fendmeno podemos observarlo si nos fijamos

en la distancia A de la Figura 2.14.
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Figura 2.15 Experimento destinado a explicar la simultaneidad de las re-
acciones a partir de la configuracion FIA de la Figura 5.14. Condiciones:
4-10* M Ro 6G; H,SO, 2 M; 210> M Ce(1V); volumen del bucle 75 pl;
patron MP 2 mg-1" y velocidad de flujo 2,5 ml-min™.

Una longitud corta de este tubo permite solamente una buena mezcla de
Ce(IV) con parabenes, ya que a esta longitud (15 cm) no hay tiempo para
completar la mezcla de Ro 6G con el paraben (Figura 2.15). Al aumentar
las distancia del tubo (distancia > 60 cm) podemos afirmar que todos los
reactivos se mezclan bien, obteniéndose una menor emision QL debido a
la realizacion simultanea de las 4 reacciones anteriores (ec. 1-4), habien-
do una menor produccion de Ce(IlI)* por superposicion de la reaccion
con Ro 6G (ec. 1) lo que disminuye el rendimiento de la reaccion del

Ce(IV) con PHBA.
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Sin embargo, una cuestion permanece sin responder, la intensa emision
QL que ocurre a baja concentracion de Ro 6G presente, es decir, a cortas
longitudes del tubo A. Esto es justificable ya que la Ro 6G experimenta
una fuerte retencion en materiales como el vidrio o el cuarzo, en nuestro

caso la celda de flujo, produciéndose asi una intensa emision.

2.3.4. Parametros Analiticos
Las funciones de calibracion para cada paraben se obtuvieron a partir de 8 pa-
trones (Figura 2.16) con 3 réplicas para cada uno dando lugar a una funcién

lineal para los cinco primeros patrones de la forma: [=a-X +b.

En la Tabla 2.2 podemos ver los distintos parametros analiticos obtenidos para
esta determinacion de parabenes. El limite de deteccion (LD) (K = 3) y el limite
de cuantificacion (LQ) (K = 10) se establecieron acorde con las directrices de la
IUPAC, utilizando la desviacion estandar del blanco como sefial de fondo [44].
Ademas en la tabla se presentan las desviaciones estandar relativas (DER) a dos

concentraciones de los parabenes, 0,15 mg-1" y 15 mg-1"".

La frecuencia de muestreo resultante es de aproximadamente de 20 h”'. El mé-
todo propuesto muestra resultados satisfactorios para la cuantificacion de cada

paraben en presencia de parabenes coexistentes.
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Figura 2.16 Calibracion lineal a partir de los 8 patrones de los 4
parabenes (¢ MP, m EP, A PP, @ BP).

Ademas de la Tabla 2.2 se deduce que el empleo del area del pico como para-
metro analitico presenta mayor sensibilidad pero menor repetibilidad que la
altura de pico. Por esta razon se eligio la altura del pico para las aplicaciones

analiticas, como es habitual en los métodos quimioluminiscentes.
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Tabla 2.2 Parametros analiticos para la determinacion de MP, EP, PP y BP.

Parame- MP EP PP BP
tro Altura Area | Altura Area Altura Area Altura Area
b 76,64 479,25 49,00 473,70 7,96 443,77 11,46 68,04
Sp 25,77 129,55 17,51 135,60 6,04 199,81 3,74 39,32
a/M™* 9,28-10° 1,04-10° 6,26-10° | 1,00-10° | 7,61-10° | 6,17-10" | 4,19-10° 7,21-10
S./M*? 1,83-10° 9,21-10° 1,24-10° | 9,64-10° | 1,28-10° | 1,42:10° | 7,98-10* 8,37-10°
R%*% 99,38 99,87 99,37 99,85 99,63 99,16 99,53 99,82
9,85-107 | 9,85-107 | 9,02:107 | 9,02-107 | 8,32:107 | 8,32:107 | 7,72-107 | 7,72-107
RDL/M a a a a a a a a
3,28-10° | 3,28-10* | 3,28-10” | 3,28-10" | 9,86:10° | 9,86:10° | 9,86:10° | 9,86:107
LD/M 1,91-10° | 9,19-10° | 2,83-10® | 9,56-10° | 2,33-10® | 1,55-10® | 4,22-10® | 1,33-10°
LQ/M 6,36:10" | 3,06:10° | 9,43-10® | 3,19-10® | 7,75-10® | 5,17-10® | 1,41-107 | 442-10®
DER'/% 5,56 4,19 3,49 5,38 422 8,70 6,22 9,25
DER™/% 2,85 3,78 428 2,30 5,17 5,44 3,65 5,33

b pendiente; S, desviacion estandar de la pendiente; a ordenada; S, desviacion estandar de la
ordenada; R coeficiente de correlacion; RDL rango dinamico lineal; LD limite de deteccion; LQ
limite de cuantificacién; DER” desviacion estandar relativa para una concentracién de 0,15 mg-1"
(baja concentracion) de parabenes; DER™ desviacion estandar relativa para una concentracion de
15 mg-1" de parabenes (alta concentracion).

Comparando las caracteristicas analiticas de los diferentes métodos de determi-
nacion de parabenes encontrados en la bibliografia (Tabla 2.3), observamos que
el método que usa HPLC muestra un mayor rango lineal comparado con las
técnicas de flujo a baja presion y la electroforesis capilar. Ademas, el uso de la
deteccion QL mejora en general el LD (unas diez veces menos) y la repetibili-
dad e incrementa el rango lineal un orden de magnitud. Por lo tanto, el acopla-
miento de la deteccion quimioluminiscente a técnicas separativas mejora en

varios aspectos la determinacion analitica de los parabenes.

2.3.5. Aplicaciones analiticas
El método propuesto fue aplicado a la determinacidon de parabenes en cosméti-
cos (toallitas y crema limpiadoras). Una de ellas contiene solamente tres para-

benes (toallitas limpiadoras) y la otra contiene los cuatro (crema limpiadora).
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Tabla 2.3 Comparacion de la determinacion de una mezcla de parabenes en muestras
con diferentes técnicas analiticas.

Método Precision Aplicacion Ref.
(%)
MP 3,01-10°—4,89-10° | 2,14-10° 1,9

Electroforesis EP 3,51-10°-5,69-10° | 1,75-10° 1,3 Cosméticos [45]
Deteccién DAD PP 3,33-10°-541-10° | 1,42-10° 1,2
BP 3,60-10°—584-10° | 2,86-10° 1,3
MP 6,57-10°-2,63-10* | 1,31-10” 1,5

HPLC EP 6,01-10°-2,40-10* | 1,80-107 32 Cosméticos | 146
Deteccion DAD PP 5,55-10°-221-10* [ 1,66-107 2,5
BP 5,14-10°-2,05-10* | 1,54-107 2.4
MP 3,17-10° —8,23-10* | 3,17-10° 1.4

Minicolumna FIA EP 3,84:10°-6,58-10" | 1,15-10° 2,7 . [29]

Deteccién DAD PP 5,77-10°—1,07-10° | 1,73-10° 2,6 Cosméticos

BP 1,12:10%=1,97-10° | 3,37-107° 3,5
MP 2,95-10°-9,85-107 | 2,23-10° 1,1

FIA (sin separacion) EP 1,81-10%-3,0-10° 1,20-10° 1,2 Alimentos [23]
Deteccion QL PP 2,77-10%—5,55-10° | 1,11-10° 1,6
BP 4,12-10°—-4,12:10° | 2,57-10° 1,7
MP 2,62:10° —4,6-10” 1,24-10°® 2,6

HPLC EP 3,00:10°-5.41-10° | 1,62:10" 2,2 Cosméticos | 132]
Deteccién QL PP 3,32:10%-554-10° | 2,16-10° 1,9
BP 3,08-10%—514-10° | 2,72:10°® 1,7
MP 9,85-107—3,28:10* | 1,91-10® 5,6

Minicolumna EIA EP 9,02-107-3,28-10* | 2,83-10° 3,5 Cosméticos Esta

Deteccién QL PP 8,32:107-9,86-10° [ 2,33-10° 42 Tesis
BP 7,72:107-9,86-10° | 4,22-10° 6,2

Para la extraccion de los parabenes en los cosméticos, se hizo una adaptacion

del procedimiento basado en ACN propuesto por Saas y col. [33] para las toalli-

tas limpiadoras y el basado en MeOH para la crema limpiadora [32]. Los proce-

dimientos de extraccion se comprobaron realizando adiciones de cantidades

conocidas de cada paraben. Las recuperaciones obtenidas de los diferentes pa-

rabenes (Tabla 2.4) presentan valores comprendidos entre 92,0 y 111,4 %.




156 Capitulo 2

Tabla 2.4 Resultados del estudio de recuperacion para una mezcla de parabe-
nes en cosmeticos.

Muestras

Crema limpiadora Toallitas limpiadoras

Compuestos

Nivel de adicién Recuperacion® Nivel de adicién Recuperacion®
mg-g" % mgg’ %
MP 0,22 111+8 1,56 107 +£3
EP 0,34 92+9 0,48 83 +3
PP 0,20 105+7 0,45 100+ 4
BP 0,18 99 +4

* Los valores son una media de tres determinaciones = desviacion estandar.

Un ejemplo de los registros que se obtienen para las distintas muestras puede

verse en la Figura 2.17.

En la tabla 2.5 se demuestra que el método quimioluminiscente se puede validar
con respecto al método de referencia HPLC [31]. Esta tabla incluye la media de
los valores para 3 determinaciones de las muestras, sus desviaciones estandar y

el valor de probabilidad (valor P) de comparacion de ambos métodos.

El método propuesto presenta varias ventajas respecto al método HPLC, asi su
uso es mas simple, rapido, econémico y ademas presenta buenos limites de de-
teccion. Los inconvenientes de la metodologia empleada son los concernientes a
su menor precision y a la limitada capacidad de separacion de la columna debi-
do a su pequeiia longitud, aunque es suficiente para una determinacion de para-

benes.
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Figura 2.17 Registro de los patrones y de las distintas muestras (crema limpiadora y
toallitas).

Tabla 2.5 Resultados obtenidos de una mezcla de parabenes en el método propuesto y
en el de referencia.

MP/mg-g*; D.E.R. (%) EP/mg-g; D.E.R. (%) PP/mg-g™; D.E.R. (%) ‘ BP/mg-g; D.E.R. (%)
Muestra PVT pvr
* * * * * *
M. P. M. R. M. P. MR* | ool MP. M.R*  of)
Crema
Lre 0,64; 0,67; 0,143; | 0,153; 0213; | 0.210; 0,194; | 0,203;
"mpr':do' 201 014 | 0| 607 047 | 3P| 587 045 | | iss 051 | &7
Toallitas
Toal 0,730; 0,73; 0210; | 0,208; 0,20; 0,201;
"mfa'f;‘do‘ 1,89 T A 032 | 740 44 0,24 3.0

* Valor medio de tres determinaciones + D.E.R. Los datos vienen expresados por mg de paraben por gramo de
producto.
"P,: Valor P.

M.P. Método propuesto; M.R. Método de referencia.
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2.4. Conclusiones

Se ha realizado con éxito la separacion de una mezcla de cuatro parabenes MP,
EP, PP y BP utilizando un sistema cromatografico a baja presion en una colum-
na monolitica muy corta (5 mm) mediante deteccion quimioluminiscente. El
empleo de la deteccion QL mediante la reaccion Ce(IV)-Rodamina 6G mejora
la amplitud del rango lineal y disminuye el limite de deteccion en unos dos Or-
denes de magnitud respecto a la deteccion espectrofotométrica, manteniendo la
precision. La deteccion QL incrementa la sensibilidad del método para poder ser
aplicado en el analisis de cosméticos. Los resultados fueron quimiométricamen-
te validados comparandolos con un método de referencia de HPLC. El método
descrito es practico, simple, rapido y econdomico, y permite determinar parabe-
nes a concentraciones de pg-1" con una precision del 2-6 %. Este método tam-
bién puede ser empleado como anélisis de rutina por su corto tiempo de analisis

(150 s) y por su facil mantenimiento.
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"Lo importante en ciencia no es tanto obtener nuevos hechos sino como descu-
brir nuevas formas de pensar sobre ellos"

u{'/t - ]
Williams Lawrence Bragg (1890-1971)
Premio Nobel de Fisica en 1915

"Un fenémeno no es un verdadero fenémeno hasta que no es un fenémeno ob-
servado."”

John A. Wheeler (1911-2008)
Premio Wolf de Fisica en 1997
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CAPITULO 3: ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS EN DER-
MOCOSMETICOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA A BAJA
PRESION Y DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE

3.1. Introduccion

Uno de los grupos de compuestos quimicos mas analizados han sido los com-
puestos fenodlicos (CFs) debido a su implicacion en cuestiones relacionadas con
la salud y a sus propiedades fisiologicas, quimicas y anticancerigenas. Estos
compuestos se producen de forma natural- en alimentos y desechos tanto de tipo
humano como animal, asi como en la descomposicion de materia organica-
aunque también pueden son productos quimicos fabricados por el hombre para
su uso en multiples aplicaciones [1]. Estos compuestos, caracterizados por po-
seer un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo unido, han sido abun-
dantemente utilizados como conservantes en preparados farmacéuticos por su
amplio espectro antimicrobiano. Su presencia puede resultar dafiina para los
consumidores debido a su tendencia a inducir dermatitis alérgica por contacto.
Por lo tanto, la determinacidon de estos compuestos en diferentes productos co-
merciales tiene importancia para la certificacion de la calidad asi como para la
seguridad del consumidor. Uno de los ambitos comerciales en los que se pueden
encontrar estos compuestos es la dermocosmética, que es una rama de la Der-
matologia que se ocupa del cuidado y mejora estética de la piel normal, median-
te la prevencion o reparacion de las constantes alteraciones que pueda experi-

mentar [2].
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Las técnicas mas usadas para la determinacion de los compuestos fendlicos
incluyen cromatografia de gases [3], cromatografia liquida de alta resolucion

HPLC [4,5] y electroforesis capilar [6].

La unién de la cromatografia con las técnicas de flujo ofrece interesantes carac-
teristicas, porque las técnicas de flujo presentan ventajas en simplicidad, bajo
coste, versatilidad, velocidad, y, habitualmente, buenas caracteristicas analiti-
cas, aunque no tienen capacidad separativa. Por su parte, HPLC es una técnica
analitica muy potente con una alta capacidad separativa, selectividad y eficien-
cia, pero que requiere de una instrumentacion mucho mas costosa que las técni-
cas de flujo. Esto justifica la combinacion de las técnicas de flujo, tales como el
analisis de inyeccion de flujo (FIA) [7] 6 el andlisis por inyeccion secuencial
(SIA) [8] con separaciones cromatograficas a baja presion para conseguir una

metodologia analitica de bajo coste.

La clave de esta combinacion de técnicas de flujo con separaciones cromatogra-
ficas son los materiales monoliticos, que como hemos visto en la Introduccion
de esta Memoria, son polimeros monoliticos porosos con alto grado de entre-
cruzamiento y que presentan mesoporos para la retencion de analitos y macro-
poros para permitir el paso del fluido que los atraviesa, facilitando asi una alta
capacidad de separacion, estabilidad quimica y buenas velocidades de flujo en

condiciones de baja presion [9,10].

Se han utilizado diferentes combinaciones de técnicas de flujo con materiales
monoliticos usando como detector espectrofotometros de fila de diodos (DAD)

o mediante conductimetria para la separacion de mezcla de farmacos [7,8,11-
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13], aditivos en alimentos 6 en cosméticos [14,15], contaminantes tales como
los hidrocarburos aromaticos policiclicos [16] y mezclas de cationes y aniones

inorgénicos [10,17-19].

La quimioluminiscencia (QL) es un método de deteccion ampliamente utilizado
en distintas técnicas separativas tales como la HPLC, electroforesis capilar,
cromatografia en capa fina y FIA [20] debido a la alta sensibilidad que presenta
y al alto rango dinamico lineal alcanzable con una instrumentacion simple [21].
Se han utilizado diferentes tipos de deteccion quimioluminiscente en esquemas
FIA para la determinacion de compuestos fenolicos aunque sin etapa de separa-
cion. Asi, Haghighi y Dadashvand [22] han propuesto la quimica QL basada en
N-clorosuccinimida, KI y luminol. Por su parte, Costin y col. [23] han emplea-
do un sistema FIA con deteccion quimioluminiscente utilizando permanganato
en condiciones acidas para la estimacion del contenido fendlico total en vinos.
Cui y col. han propuesto la reaccion QL entre Ce(IV) y Rodamina 6G para la
determinacion de diversos tipos de compuestos fendlicos de manera individual
[21]. Asimismo se ha propuesto la combinacién de HPLC con deteccion QL lo
que ofrece mejoras interesantes sobre los métodos HPLC convencionales para la
determinacion de compuestos fendlicos [24,25].

La deteccion QL ha sido escasamente utilizada en sistemas de cromatografia a
baja presion con columnas monoliticas. Asi, Adcock y col. [7] han propuesto un
sistema hibrido FIA/HPLC para la separacion de seis alcaloides y cuatro aminas
biogénicas utilizando una columna monolitica de 25 mm de longitud con detec-
cion QL usando tris(2,2’-bipiridil)rutenio(I) y permanganato. Por su parte,

Paull y col. [26] han utilizado un disco monolitico quelante de 3 mm de longi-



170 Capitulo 3

tud para la retencion selectiva y determinacion QL de Cu(Il) basada en la qui-
mica de 1,10-fenantrolina y peréxido de hidrogeno.

En este capitulo estudiamos un método que emplea la deteccion QL en separa-
ciones cromatograficas a baja presion, usando un sistema FIA que incluye co-
lumnas monoliticas muy pequefias al objeto de mejorar las caracteristicas de
estos métodos. Para ello, hemos seleccionado una serie de compuestos fendlicos
que se utilizan en dermocosmética, tales como floroglucinol (PH), acido 2,4-
dihidroxibenzdico (DHBA), acido salicilico (SA), metil paraben (MP) y n-
propil galato (PG) (Figura 3.1) para verificar y proponer una solucion analitica

simple y economica de su determinacion.

O.__OH
OH O OH
OH
OH
HO OH
OH

PH DHBA SA
HO OH
MP PG

Figura 3.1 Estructura de los diferentes compuestos fenolicos ensayados.
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3.2. Experimental
3.2.1. Productos quimicos y materiales

Todos los productos quimicos utilizados fueron de calidad analitica. Las disolu-
ciones se prepararon utilizando agua de 6smosis inversa producida por un sis-
tema de purificacion Milli-RO 12 mas Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.). Los compuestos fenolicos floroglucinol (PH), acido 2,4-
dihidroxibenzdico (DHBA), acido salicilico (SA), metil paraben (MP) y n-
propil galato (PG) fueron suministrados por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica
S.A., Madrid, Espaiia). Se prepararon disoluciones madre de 100 mg-1" de cada
compuesto fenolico (CF) y ademas otra disolucion madre conteniendo todos
ellos con una concentracion de 100 mg-1" en cada uno. Cada disolucion se pre-
par6 por pesada exacta del patron y disolucion en acetonitrilo acuoso al 5 %
(v/v) a partir de acetonitrilo (ACN) (Panreac Quimica S.A, Barcelona, Espaiia,
99,9 % v/v calidad HPLC). Estas disoluciones fueron espectrofotométricamente
estables durante al menos dos meses protegidas de la luz y guardadas en un
refrigerador a 4°C. Las demas disoluciones se prepararon por dilucion apropiada

con agua, manteniendo en todos los casos la proporcion de ACN al 5 % (v/v).

El tampon acetato 2 M de pH 3,0 se preparo a partir de acido acético ( Panreac)
del 96 % (p/v) (d = 1,052 g'ml") vy disolucién 0,5 M de NaOH. Los reactivos
quimioluminiscentes utilizados fueron: disolucion de Ce(IV) 10> M a partir de
sulfato de Ce(IV) y amonio dihidrato (99 %) en acido sulfarico 1 M, siendo
ambos facilitados por Merck (Madrid, Espaiia), y rodamina 6G (Ro 6G) 10° M

a partir de cloruro de rodamina 6G 95 %, suministrada por Sigma.
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3.2.2. Instrumentacion y programas informaticos
El sistema de flujo empleado consiste en dos bombas peristalticas Gilson Mini-
puls-2 (Gilson Inc., Middleton, EE.UU.) de 4 canales que trabajan a velocidad
de flujo constante, junto con cuatro valvulas rotatorias de volumen variable
Rheodyne 5041, una empleada como valvula de inyeccidn y las otras tres como
valvulas de seleccidon, controladas todas ellas electromecanicamente mediante
un dispositivo disefiado por nosotros [27]. Se emplearon tubos PTFE (Omnifit,
Cambridge, R.U.) de 0,8 mm de diametro interno y 1,6 mm de didmetro externo
asi como diversos conectores de diferentes didmetros. Como elemento separati-
vo para el sistema de flujo se utiliz6 como minicolumna monolitica de C;s un
cartucho de guarda Chromolith RP-18 con tapon de empaque de 5 mm x 4,6
mm d.i. de Merck (Darmstadt, Alemania) y una precolumna anionica de Bia
Separations (Ljubljana, Eslovenia). Con estas columnas monoliticas se pueden
usar bombas de baja presion como son las bombas peristalticas. Adicionalmen-
te, la caida de presion del sistema se minimizo utilizando tubos de 0,8 de diame-

tro interno siendo el flujo maximo alcanzado de 2,6 ml-min™".

Las medidas de quimioluminiscencia se llevaron a cabo mediante un luminéme-
tro de la casa comercial Camspec (Camspec Ltd., Cambridge, R.U.) conectado a
un ordenador personal mediante una tarjeta integrada INT7 - 24 bit A/D. Las
bombas peristalticas, las valvulas rotatorias y el luminémetro se conectaron a un

PC y se controlaron por un programa informatico desarrollado por nosotros.
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Otros instrumentos utilizados fueron un espectrofotometro de fila de diodos
DAD Hewlett Packard HP-8453 (Nortwalk, CT, EE.UU.) conectado a un orde-
nador personal y equipado con células de flujo 138-QS de 1 mm de paso de luz;
un cromatografo liquido Agilent de la serie 1100 con deteccion DAD provisto
de una columna Zorbax Cg que fue empleado para validar el método propuesto
y un pH-metro digital con un electrodo combinado de calomelanos saturado
(Crison Instruments, Barcelona, Espafia). Para la extraccion de las muestras se

utilizaron cartuchos de extraccion en fase soélida C;s (Biotage AB, Uppsala,

Suecia).
Muestra
CH;COOH, pH 3 A \L
CH;COOH B w
Valvula  Valvula
5% ACN 1 seleccion  inyeccion / .
Minicolumna
6-10° M C
Ce(IV) ]
2:10° M D ,
5-10°M E
Lumindémetro
Ro 6G
510" M F
2
Bombas
peristalticas

Figura 3.2 Configuracion del sistema de flujo con minicolumna y deteccion QL.
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Los programas informaticos empleados para el tratamiento de datos fueron:
programa CSW32 suministrado por la casa DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Pra-
ga, Republica Checa). Para la interpretacion y tratamiento de los datos quimio-
luminiscentes se uso el programa Statgraphics (Manugistics Inc. and Statistical

Graphics Corporation, 1992, EE.UU.), ver.4.0 (1993) y Microsoft Office 2003.

3.2.3. Procedimiento

«» Patrones y muestras
Muestras o patrones de los diferentes compuestos fendlicos (PH, DHBA, SA,
MP y PG) con concentraciones entre 10”7 y 10* M y con la misma composicion
que el portador A, se introducen en el sistema de flujo a través de una valvula
de inyeccion usando un bucle de 150 pl de capacidad (Figura 3.2). Se han utili-
zado dos fases moviles: un portador A formado por tampoén acetato 0,1 M a pH
3,0 y un portador B formado por un tampoén acetato 0,1 M a pH 3,0 con un 5 %

v/v de ACN, trabajando en ambos casos a un flujo constante de 2,6 ml-min”".

La deteccion QL se basa en la reaccion con Ce(IV) y Rodamina 6G establecien-
do para la determinacion de los compuestos fenolicos en estudio dos configura-
ciones diferentes: 1) 6:10% M Ce(IV) en 0,5 M H,SO, (disoluciéon C) y 5-10° M
Ro 6G (disolucién E); y 2) 2:10% M Ce(IV) en 1,5 M H,SOy (disolucion D) y
5-10"* M Ro 6G (disolucion F). Estas disoluciones se hacen pasar por el sistema

usando una segunda bomba peristaltica a una velocidad de flujo de 2,6 ml-min™.
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Inicialmente, el portador A fluye a través del sistema y se mezcla con las diso-
luciones C y E mediante un conector de 4 vias. 150 s después de que la valvula
de inyeccion haya sido abierta, se cambia al portador B y al mismo tiempo se
hace lo mismo cambiando las disoluciones C y E por las D y F, utilizando para
ello una secuencia programada para las tres valvulas de seleccion. La sefial ana-
litica QL utilizada para la determinacion de los compuestos fenolicos corres-
ponde a la diferencia entre el maximo de la sefial QL (I;) y la sefial de fondo
(Ip). La relacion entre la concentracion y la altura del pico se estableciéo median-

te calibracion con patrones externos.

% Referencia
Se utilizé6 como método de referencia una adaptacion del método HPLC-DAD
propuesto por Mikami y col. [28]. Para ello se empled una columna de silice Cg
de 5 um de tamafio de particula y dimensiones 150 x 4,6 mm que trabaja en
modo isocratico y utiliza como fase movil agua:acido acético (95:5) a un flujo
constante de 1 ml-min™'. Los cromatogramas se obtuvieron a diferentes longitu-
des de onda: 260 nm (PH), 254 nm (DHBA), 300 nm (SA), 254 nm (MP) y 272
nm (PG). Para obtener la funcion de calibracion se utilizaron 5 patrones de dife-
rente concentracion en la mezcla de compuestos fendlicos y 3 réplicas de cada
uno utilizando la altura de pico como parametro analitico.

% Mantenimiento
Para un correcto mantenimiento del sistema, especialmente de la minicolumna,
es necesario antes de realizar cada analisis, introducir una corriente de

ACN:H,0 al 10 % (v/v) a una velocidad de flujo de 2,0 ml-min" durante 5 mi-
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nutos para acondicionar la minicolumna. Al terminar, una vez que el Gltimo
analito ha salido de la minicolumna, lo que sucede a los 280 segundos de la
inyeccion en el sistema, el sistema se acondiciona con el portador A durante 30
segundos. Después de su utilizacion y para aumentar el tiempo de vida de la
minicolumna, el sistema es lavado con el portador A durante 5 minutos y luego

con agua otros 5 minutos.

3.2.4. Muestras

Para comprobar la validez del método desarrollado se analizaron un gel limpia-
dor y una crema correctora de durezas. El gel limpiador esta compuesto por
agua, alcohol desnaturalizado, butilenglicol, propilenglicol, hexilenglicol, glice-
rina, acido salicilico, trideceth-9, canela (Cinnamomum zeylanicum), extracto de
cedro (Cedrus atlantica), portulaga (Portulaca oleracea), gluconato de cinc,
gluconato de cobre, alantoina, capriloil glicina, etilhexanoato de PEG-5, sarco-
sina, citrato sodico, metilparaben, hidroxido sédico y fragancia.

La composicion de la crema correctora de durezas es: agua, glicerina, ciclo-
hexasiloxano, miristato de isopropilo, polietileno, estearato de PEG-2, alcohol
cetearilico, trietanolamina, acido salicilico, copolimero acrilamida / sodio acri-
loildimetiltaurato, estearato de PEG-100, alcohol estearilico, estearato de glice-
rina, iso-hexadecano, metilparaben, fenoxietanol, EDTA disédico, oleth-12,

polisorbato 80 y fragancia.

3.2.5. Preparacion de las muestras
Para el andlisis del gel limpiador y de la crema correctora de durezas se hizo
una adaptacion del tratamiento de muestras propuesto por Mikami y col. [28].

Para ello, una cantidad adecuada de gel o crema (aproximadamente 1 g) se pesod
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en un matraz esférico de 50 ml y se introdujo en un rotavapor durante 30 minu-
tos a 90 °C para eliminar el agua. Después se afiadieron 5 ml de acetato de etilo
y tras mezclar e introducir en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos se adi-
cionaron 25 ml de hexano. Seguidamente, la muestra se purifico utilizando car-
tuchos de extraccion en fase solida tipo Cig que fueron activados previamente
con 10 ml de mezcla hexano:acetato de etilo (4:1). A continuacion, se pasaron 2
ml de la disolucion anterior a través del cartucho ya activado y sin realizar etapa
de lavado, se eluy¢ utilizando la mezcla hexano:acetato de etilo (4:1). Tras la
evaporacion del disolvente en un rotavapor durante 5 minutos, el extracto se
disolvié en 5 ml de ACN y 20 ml de agua. Cada muestra se analizé por triplica-

do midiendo la altura de pico como parametro analitico.

3.3. Resultados y discusién

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion se estudio la viabilidad
de la separacion de diferentes aditivos tales como parabenes [14] o mezclas de
antioxidantes, conservantes y edulcorantes [15], utilizando una separacion cro-
matografica a baja presion mediante el empleo de una minicolumna monolitica
incluida en el sistema de flujo y deteccion ultravioleta. En el capitulo anterior
expusimos la separacion de los parabenes utilizando una minicolumna monoliti-
ca con deteccion QL. Como vimos, la deteccion basada en medidas de QL ofre-
ce ventajas tanto en sensibilidad como en limite de deteccion. En este capitulo
estudiamos la separacion de cinco compuestos fenolicos que se emplean habi-
tualmente en la formulacion de productos usados en dermocosmética, basando-
nos en la deteccion QL junto con el empleo de columnas monoliticas como

elemento separativo.
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En este estudio la separacion cromatografica fue optimizada en primer lugar
usando deteccion espectrofotométrica por simplicidad y conveniencia, para
posteriormente realizar la optimizacion de la deteccion quimioluminiscente con
los analitos ya separados, ajustando asi los diferentes factores que influyen y
considerando la influencia de las condiciones de separacion en la deteccion

quimioluminiscente.

3.3.1. Separacion cromatogréafica

Estudiamos dos mecanismos distintos para intentar la separacion de los com-
puestos fendlicos seleccionados: en primer lugar mediante cambio i6nico em-
pleando para ello discos anionicos como elemento separativo y en segundo lu-
gar separaciones basadas en diferencias de polaridad sobre una minicolumna de
tipo Cys. Estudios preliminares con el disco de cambio anidnico que llevamos a
cabo trabajando a pH comprendidos entre 7 y 9 mostraron que, solo era posible
la separacion de DHBA y SA de los otros analitos que salian mezclados, lo que
era debido tanto a las pequefias diferencias que existen entre los valores de pK,
de los diferentes compuestos fenolicos (PH: 8,45 [29] y 8,88 [30]; DHBA: 3,12
y 8,82 [31]; SA: 2,98 [32] y 13,62 [33]; MP: 8,4 [34] y PG: 7,79 y 10,9 [35]),
como a la corta longitud de la columna utilizada.

Si consideramos las diferencias de polaridad de los diferentes compuestos feno-
licos en estudio, medidos por sus coeficientes de particion octanol-agua (log P),
encontramos que a un pH de alrededor de 3 las diferencias son suficientes como
para poder realizar una buena separacion (PH log P: 0,16 [36], DHBA 1,63
[37], SA 1,68 [38], MP 1,91 [39] y PG 1,80 [40]).
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Para verificar esta separacion utilizamos una minicolumna de tipo C;g trabajan-
do en diferentes condiciones de pH (2-7), empleando tampones fosfato y aceta-
to, asi como acido clorhidrico 102 M, segun el caso. Los resultados obtenidos se
muestran en un diagrama de barras (Figura 3.3) donde se representan los tiem-
pos de retencion encontrados para los distintos analitos. Las barras horizontales

mostradas en dicha figura indican la anchura del pico obtenido.

DHBA
MP
PH
SA PG
——
._}—4
0 100 T/s 200 300

Figura 3.3 Representacion de la separacion de compuestos fenolicos mediante un dia-
grama de barras.

Como se observa en la Figura 3.4, un pH comprendido entre 2 y 3 permite la
separacion de PH, DHBA y SA debido al incremento de la supresion de la diso-
ciacion de los fenoles mas acidos, como DHBA y SA, incrementando asi el

tiempo de retencion.

En consecuencia, podriamos seleccionar como pH 6ptimo cualquier valor entre
2y 3, sin embargo a pH 2 existe solapamiento entre MP y PG, por lo que selec-

cionamos pH 3 ajustado con tampoén acetato 0,1 M como el portador mas ade-
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cuado. Ademas, en estas condiciones el tiempo de analisis es demasiado eleva-

do (480 s) debido al alto tiempo de retencion que presentan MP y PG.

O PH B DHBA OSA OMP OPG

2 o .
_
3 ﬁ«_* .
2 B :
s B ,
6 7 -
0 2(30 s 4(‘)0 | 600

Figura 3.4 Dependencia del tiempo de retencion respecto al pH. Todos los puntos son
el promedio de tres réplicas. Las barras representan el tiempo de retencion de cada
compuesto fenolico y las barras de error la anchura del pico. Condiciones: 5 mg-1" para
cada CFs. Velocidad de flujo: 1,2 ml-min". Volumen del bucle: 75 pl.

Para disminuir el tiempo de analisis, reducimos la polaridad del portador afia-
diendo ACN. La Figura 3.5 muestra la disminucion del tiempo de analisis con el
aumento de la concentracion de ACN. Se observa que a partir del 5 % de ACN
tanto MP como PG acortan el tiempo de retencion logrando asi una buena reso-
lucion (Rs > 1,2). Sin embargo, a porcentajes iguales o mayores de ACN, la
resolucion de PH, DHBA y SA es menor de 0,8, lo que supone un solapamiento

entre DHBA y SA.



Analisis de compuestos fendlicos mediante cromatografia a baja presion y QL 181

Por lo tanto, la separacion de los tres primeros CFs, como son PH, DHBA y SA,
se puede llevar a cabo mediante un portador compuesto por tampon acetato 0,1
M a pH 3. Una vez que estos tres analitos han sido separados, el portador se
cambia a otro compuesto por tampon acetato 0,1 M a pH 3 con un 5 % de ACN,

reduciendo asi el tiempo de analisis a 280 s.

O PH B DHBA OSA OMP OPG

% ACN

0 150 300 450 600
T/s

Figura 3.5 Dependencia del tiempo de retencion respecto al % de ACN.

Se comprobo el efecto que producen columnas de diferente longitud (5 y 10
mm) sobre la separacion. Con la columna de 10 mm no se observd ninguna
ventaja con respecto a la columna de 5 mm, al trabajar en las condiciones de
separacion establecidas. Por ello se continué trabajando con la columna de 5

mim.
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Seguidamente se estudid la influencia de las condiciones de separacion selec-
cionadas en la deteccion quimioluminiscente, comprobandose que la presencia
de ACN en el portador hace disminuir la sefial QL. Asi, un 15 % de ACN supo-
ne una reduccion de sefial QL de un 15,3 %, comportamiento ya descrito por Gil
Garcia y col. [41]. Sin embargo, un porcentaje menor de ACN, un 5 % en el
tampon acetato, tiene un efecto pequefio en la sefial QL (1,3 %), por lo que re-

sulta aceptable.

O PH B DHBA OSA OMP OPG

v / ml'min
o

e
T

0 200 400 600 800 1000
T/s

Figura 3.6 Variacion del tiempo de retencion con respecto a la velocidad de flujo. Con-
diciones: patrones: 5 mg-ml”; volumen del bucle: 75 pl.

+» Velocidad de flujo de la separacion
Para estudiar la dependencia de la velocidad de flujo se ensayaron diferentes
valores de velocidad en el intervalo de 0,8 a 2,6 ml'min™". Como se puede ob-

servar en la Figura 3.6, la mejor separacion y menor tiempo de analisis, conside-
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rando ancho de banda y resolucion, corresponde a una velocidad de flujo de 2,6

ml-min™.
0 | DHBA
>
Z 40
>
= Cambio
s 20 de
w portador
\/
0 |
0 ‘ 100 ‘ 200 300

T/s

Figura 3.7 Registro de la separacion con deteccién QL.

®

%+ Condiciones de la separacion

Realizamos la separacion de los compuestos fendlicos utilizando dos portado-
res: el portador A formado por tampon acetato 0,1 M de pH 3 y portador B for-
mado por un 5 % ACN y tampon acetato 0,1 M de pH 3. El cambio del portador
A al B se realiza utilizando valvulas de seleccion automatizadas a los 150 se-
gundos, una vez que PH, DHBA y SA hayan salido de la minicolumna (primera
parte del registro cromatografico) se produce el cambio de portador, obtenién-
dose la separacion para MP y PG (segunda parte del cromatograma). La secuen-
cia de elucion, con una resoluciéon mayor de 1,2 en todos los casos, es: PH (24
s); DHBA (56 s); SA (105 s); MP (185 s); PG (250 s), siendo el tiempo de ana-
lisis de 280 s (Figura 3.7).
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3.3.2. Deteccion quimioluminiscente
La deteccion de los compuestos fenolicos mediante quimioluminiscencia nece-
sita una correcta seleccion de los reactivos QL asi como la regulacion de las
condiciones QL. Para la deteccion de compuestos fendlicos se han propuesto
diferentes reacciones QL, como el empleo de luminol [22], peroxioxalato [6] o
Ce(IV) [25]. Nosotros hemos seleccionado para la deteccion de CFs la quimica
basada en Ce(IV) por su versatilidad, selectividad y estabilidad. Este reactivo es
utilizado habitualmente en presencia de diferentes sensibilizadores para incre-
mentar la sefial QL, tales como Tween 20 [25,42], Rodamina 6G [21], fluores-
ceina, sulfito o quinina [43]. El estudio que se realizé con distintos sensibiliza-
dores para la reaccion con Ce(IV) didé como resultado que tanto quinina, sulfito
como fluoresceina no producen sefial QL con compuestos fenolicos. Sin embar-
g0, Rodamina 6G y Tween 20 o bien una mezcla de ambos, si originaron sefia-
les con diferentes compuestos fenodlicos (Tabla 3.1). Las mejores prestaciones se
obtuvieron utilizando solo Rodamina 6G, ya que el uso de Tween 20 redujo
considerablemente la emision QL y el empleo combinado de Ro 6G y Tween 20

[43] no ofrecid una mejora substancial.

La optimizacion de las variables que afectan a la deteccion QL ha sido realizada
estudiando de forma univariante las condiciones quimicas para los diferentes
CFs estudiados, seleccionando como resultado valores de compromiso a partir
de los valores obtenidos. Los reactivos necesarios para la separacidon cromato-
grafica y para la posterior deteccion QL se conducen en lineas de flujo separa-
das (Figura 3.2), porque como ya ocurrié en el capitulo anterior, el uso de una

sola linea de flujo que contenga también la Rodamina 6G origina una saturacion
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y obstruccion de la minicolumna, y en consecuencia empeora la eficiencia de la
separacion.

Tabla 3.1 Respuesta QL (%) para las diferentes reacciones con CFs.

Reacciones QL

Ce(lV) + Ce(lV) + Ce(lV) +

Compuesto Tween 20 | Ro 6G” Tween 20 + Ro 6G°
(%) (%) (%)
Resorcinol 0,86 2,63 1,76
PH 0,00 42,33 0,00
DHBA 4,60 72,64 6,91
Rutosido 0,00 0,27 0,00
Acido Caféico 0,60 0,35 0,00
Vainillina 0,74 0,77 0,00
SA 5,52 0,83 1,10
MP 0,98 100,00 4,40
PG 1,24 4,61 1,99

16,4-10° M de Ce(IV), 9 % Tween 20 y 1 mg-1" de CFs.
2:10% M de Ce(IV), 4-10* M Ro 6G y 1 mg-1"" de CFs.
©2-10% M de Ce(IV), 4-10* M Ro 6G, 9 % Tween 20 y 1 mg-1"' de CFs.

+« Velocidad total de flujo
La emision QL se incrementa continuamente cuando lo hace la velocidad total
de flujo originada por las dos bombas peristalticas usadas. Por esta razon, ele-
gimos como velocidad la maxima alcanzada por la segunda bomba peristaltica,

esto es 2,6 ml-min”', obteniendo con ello un flujo total de 5,2 ml-min™".

¢+ Concentracion de Ce(1V)
Se examinaron los efectos de la concentraciéon de Ce(IV), estudiada entre 6107
My 6-:10% M en H,S0, 1,5 M, haciéndose reaccionar con Ro 6G 4-10* M y con

los CFs inyectados a través de un bucle de 75 ul. Como se observa en la Figura
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3.8, el maximo de la sefial para los diferentes CFs ocurre a distintas concentra-
ciones de Ce(IV): para PH, DHBA y SA, la 6ptima corresponde a 6-10° M, y
para MP y PG es de 2- 10 M. En todos los casos, excepto para MP, la sefal se
incrementa con la concentracion hasta alcanzar un valor aproximadamente
constante, observandose un maximo para MP. Este comportamiento es debido a
que un incremento de la concentracion de Ce(IV) implica un incremento en la
velocidad de reaccion por lo que el maximo de la reaccion y por consiguiente de
emision quimioluminiscente ocurre antes de que el flujo alcance la cubeta del

luminometro [44,45].

Sefial QL / mV

3 L4
Ce(IV) / M-10

Figura 3.8 Optimizacion de la concentracion de Ce(IV) (¢ PH, m DHBA, A
SA, 0 MP, e PG) utilizando 5 mg-1" para PH, SA y PG y 1 mg-l" para
DHBA y MP.

El mecanismo quimioluminiscente para MP y PG es diferente de los demas por

la hidrolisis previa que experimentan, teniendo por ello un comportamiento
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diferente, aspecto que se discutira en el apartado referente al mecanismo que
veremos posteriormente.

«+» Concentracion de H,SO,
La reaccion basada en Ce(IV) requiere condiciones de acidez alta con H,SOuq).
Para su estudio se prepararon nueve disoluciones de concentraciones compren-
didas entre 0,2 M y 2,6 M en H,SO, para la generacion de QL con CFs (Figura
3.9), trabajando a las concentraciones Optimas de Ce(IV) anteriores indicadas

para cada uno de ellos.

250

200

150

Sefial QL / mV

100 7

50

0 T T T T T T T T T T

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
H.SO4/M

Figura 3.9 Optimizacion de la concentracion de H,SO,, obtenidas usando
Ro 6G 10™* M, 75 ul de volumen de bucle y manteniendo constante las con-
centraciones 6ptimas de Ce(IV), (¢ PH, m DHBA, A SA, o MP, e PG).

Se observa en la Figura 3.9 que las mejores condiciones de concentracion de

H,SO4 no son las mismas para todos los CFs estudiados, resultando 0,5 M para
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PH, SA y PGy 1,5 M para DHBA y MP. A concentraciones mayores, podemos
observar una disminucion de QL al aumentar la acidez, lo cual es debido a la
precipitacion del sulfato de cerio (IV) a altas concentraciones de H,SO,. Crea-
ger y col. [47] describen que la maxima concentracion de Ce(IV) en disolucién
se encuentra a 0,5 M en H,SO,, aspecto que esta de acuerdo con los resultados
encontrados por nosotros para PH, SA y PG. Sin embargo, para MP la sefial se
incrementa al aumentar la concentracion de acido debido a que una mayor aci-
dez favorece la hidrdlisis del mismo produciendo una mayor sefial QL, tal como

se discutira en el apartado del mecanismo.

150

100

Sefial QL / mV

s0 [

10 4 15 20
Ro 6G/M-10

Figura 3.10 Optimizacion de la concentracion de Ro 6G, obtenidas a partir
75 pl de volumen de bucle y manteniendo constante las concentraciones op-
timas de Ce(IV) y H,SO4 (¢ PH, m DHBA, A SA, o MP, e PG).
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®

% Concentracion de Rodamina 6G

La influencia de la concentracion de Ro 6G muestra un patrén similar para to-
dos los CFs ensayados (Figura 3.10) aunque el maximo se alcanza a concentra-
ciones diferentes de este reactivo: PH y MP (5-10™* M); SA (5:10° M) y PG y
DHBA (8:10™ M).

Cuando la concentracion de Ro 6G aumenta, la emision QL decrece lentamente
debido a la formaciéon de dimeros no fluorescentes de Ro 6G que actian como

atenuadores de la emision del mondmero [48].

Como resultado del estudio anterior sobre las influencias de las concentraciones
de Ce(1V), H,SO4 v Ro 6G, se observa que las concentraciones 6ptimas de tra-
bajo son distintas para cada compuesto fenolico, lo que supone que para poder
realizar el analisis en las mejores condiciones habria que disefiar un sistema de

flujo complejo y engorroso.

Al objeto de seleccionar unas condiciones de compromiso, si observamos dete-
nidamente las condiciones de trabajo para los distintos CFs, vemos que hay dos
conjuntos de condiciones en el registro cromatografico. En una primera parte
tenemos PH, DHBA y SA y en una segunda parte MP y PG. En la primera parte
consideramos que SA es el que debe encontrase en sus mejores condiciones
quimicas debido a la baja emision QL que presenta, por lo que para esta primera
parte se eligieron 0,5 M en H,SO4, 6107 M en Ce(IV) y 5:10° M en Ro 6G.
Esta eleccion supone un decrecimiento de QL para los compuestos PH y
DHBA, siendo esta disminucion de un 27 % y 50 %, respectivamente (Tabla

3.2).
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Tabla 3.2 Condiciones 6ptimas y de compromiso de los diferentes CFs.
Condiciones 6ptimas Condiciones de compromiso

Analito

Ce(IV)'| | H,SO08# Ro6G* | Ce(IV)® H,S04 | Ro6G*®
1 parte PH 6- 10'2 0,5 5- 10' 6- 10'2 0,5 5- 10'2 27
(portador A) |-DHBA 6-10'2 1,5 8-10'5 6-10'2 0,5 5A10'5 -50
SA 610" 0,5 5107 610" 0,5 5107 100
22 parte MP 2:107 1,5 5-10" 2107 1,5 510 | 100
(portador B) PG 2-107 0,5 810" 2-107 1,5 5-10° | -60

* Concentraciones molares (M).
®Decrecimiento QL, valores en porcentaje.

Para la segunda parte del cromatograma, la seleccion de 0,5 M en H,SO;, seria
la mas adecuada, ya que corresponderia al 6ptimo para PG debido a la baja emi-
sion QL que presenta, sin embargo esta eleccion supone un decrecimiento dras-
tico en la emision QL del MP. Por ello, se escogen las mejores condiciones para
MP, que son: 1,5 M en H,SO,, 2:10° M en Ce(IV) y 5-10° M en Ro 6G. Esta
eleccion supone un decrecimiento de un 60 % en la sefial QL para el PG, pero
aln en estas condiciones es posible la determinacion de los dos analitos con una
sensibilidad adecuada. El resumen de las condiciones tanto dptimas como la de

compromiso pueden verse en la Tabla 3.2.

% Volumen del bucle
Estudiamos bucles de diferentes longitudes, lo que implica diferentes volime-
nes de muestra, de 25 a 500 pl. La resolucion entre pares de picos adyacentes
(Rs) decrece ligeramente al aumentar el volumen de 25 a 150 ul (PH-DHBA 2,4
a 1,6, DHBA-SA 2,5 a 2,0, SA-MP 3,9 a 3,6, MP-PG 2,7 a 2,5). De 150 a 300
ul, la resolucion decrece considerablemente, especialmente en la primera parte

de la separacion cromatografica (PH-DHBA 1,6 a 0,8, DHBA-SA 2,0 a 1,1,
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SA-MP 3,6 a 4,1, MP-PG 2,5 a 2,7), resultando en un fuerte solapamiento en la
secuencia PH-DHBA-SA como puede verse en la Figura 3.11.

Con respecto a la sefial QL, ésta se incrementa al aumentar el volumen del bucle
de 25 a 150 pl para todos los CFs, pero de 150 a 500 ul decrecen excepto para
MP, el cual continia aumentando (Figura 3.12). Por lo tanto decidimos selec-
cionar como volumen éptimo de bucle el valor de 150 ul debido a los buenos
valores tanto de intensidad QL como de resolucion, siendo éste tltimo el factor

determinante.

Sefial QL / mV
|
:‘
.

150 pl

0 50 100 150 200
T/s

Figura 3.11 Registro de la influencia del aumento del volumen del bucle.
% Fuerza ionica
La influencia de la fuerza ionica se estudio afiadiendo diferentes cantidades de
NacCl al portador (hasta una concentracion de 0,25 M), no observando, como se

deberia esperar para este tipo de analitos, ninguna influencia sobre el tiempo de
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retencion. En consecuencia, no fue necesaria la adicion de sales a los portado-

Ies.

Sefial QL / mV

300

225 A
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200 300 400
Volumen del bucle / uL

Figura 3.12 Optimizacién del volumen del bucle (¢ PH, m DHBA, A

SA, 0 MP, e PG).

3.3.3.  Mecanismo de emision quimioluminiscente

El mecanismo de la generacion QL de los compuestos fenolicos utilizando la

reaccion Ce(IV)-Ro 6G ha sido estudiada por diferentes autores[21,25,49,50].

Basicamente, cuando el Ce(IV) reacciona con Ro 6G, ocurre una pequefia emi-

sion quimioluminiscente, debida a la siguiente reaccion redox:

Ce(IV) + Ro 6G — Ce(Ill)* + Ro 6Gx

(ec. 1)

La Ro 6Gyx no es fluorescente [51] y el Ce(III) originado se encuentra en su

estado excitado. Este Ce(Ill)* puede volver a su estado fundamental originando
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a su vez una pequefia emision QL, pero en presencia del fluoroforo Ro 6G le

transfiere su energia emitiendo mas luminiscencia [21]:
Ce(IID)* + Ro 6G — Ce(Ill) + Ro 6G* — Ro 6G + hv (ec.2)
En este trabajo hay dos tipos de analitos: 1) los CFs que contienen un éster en

su molécula (MP y PG) y 2) los CFs que solo contienen grupos hidroxilo junto a

grupos acido carboxilico en algin caso (PH, DHBA y SA).

OO O«__OH
lento
+ H,S0, —> + CH30OH (ec. 3)
OH OH
MP PHBA
OO~ O.__OH
rapido OH  (ec.4)
+ sto4 . + /\/
OH OH
PG THBA

Figura 3.13 Hidrolisis de MP y PG.
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1) MP y PG son hidrolizados en medio acido produciendo el &acido p-
hidroxibenzéico (PHBA) 6 el acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (THBA) y su co-

rrespondiente alcohol, respectivamente (Figura 3.13).

Estos 4cidos son facilmente oxidados por el Ce(IV) produciendo Ce(III)" como
describen Hua Cui y col. [50] originando los correspondientes productos de
oxidacion PHBA,, y THBA,,. Este Ce(IIl)" en presencia de Ro 6G da lugar a
una emisién més intensa debido a una produccion mas eficiente de Ce(IIT)" [46].
Haciendo una estimacion de la constante de hidrolisis acida de estos esteres
utilizando el programa SPARC [52] obtenemos un valor de 2,42:10” I-mol ™5™
para MP y de 2,3-107 I-mol"s para PG, resultando por tanto que la velocidad
de hidrélisis de PG es mayor que la de MP. Estos datos confirman el resultado
obtenido para la optimizacion de la concentracion de H,SO, (Figura 3.9) donde
se observa que PG esta completamente hidrolizado a una concentracion de
H,S04 0,5 M mientras que MP necesita condiciones mas acidas para una hidro-
lisis mas eficiente. Por otro lado, la emision de PHBA es mayor que la del
THBA, como también afirman Hua Cui y col. [21] aspecto que se puede con-
firmar considerando como medida del caracter reductor de estas moléculas los
potenciales de semionda (E.,) de estos compuestos, siendo el PHBA un produc-
to mas reductor (0,64 V) que el THBA (0,01 V) [53]. Por su parte, el decreci-
miento de la emision del compuesto THBA es debido a la formacion de un
complejo entre el Ce(IV) con los dos grupos hidroxilo del THBA adyacentes
(K= 3,24-107 1'mol™) [54].

2) PH, DHBA y SA son oxidados por Ce(IV) en una primera instancia. El
Ce(III)" producido genera una emision QL en presencia de Ro 6G [46]. Depen-
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diendo de la distribucion de los grupos hidroxilo en la moléculas de los com-
puestos fenolicos obtenemos diferentes intensidades QL [21]. Este comporta-
miento esta en concordancia con el caracter reductor de las moléculas (E,):
DHBA (0,68 V)>PH (0,52 V)>SA (0,48 V) [53].

Resumiendo, las emisiones QL de los diferentes compuestos fenolicos obedecen

a las siguientes reacciones:

| PG + H,S0O, —% ,THBA + MH (cc. 5)
€C.
Ce(IV)+THBA——Ce(lll)" + THBA,,
MP + H,SO, —™ » PHBA + MH
1 . (ec. 6)
Ce(IV) + PHBA——Ce(lll)" + PHBA,,
2){Ce(IV) + CF ——>Ce(lll)" +CF, } (ec. 7)

3.3.4. Parametros analiticos
Como es habitual en los métodos quimioluminiscentes utilizamos la altura de
pico para la determinacién de los compuestos fenolicos. La funcién de calibrado
para todos los CFs estudiados (Figura 3.14) se consigue linealizar aplicando una
funcidon doblemente reciproca: 1/ = a-1/X + b (Figura 3.15) la cual es obtenida
empleando tres réplicas de cada patron y nueve patrones para cada funcion de
calibrado. El test de fallo de ajuste se utilizd en todos los casos para comprobar

la linealidad.
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400

0 2,5 5 7,5 10
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Figura 3.14 Representacion grafica de patrones para los distintos compuestos fenolicos
(+ PH, m DHBA, A SA, 0 MP, e PG).

11 (mV"

0 5 10 15 20 25
1/X (ppm’™)

Figura 3.15 Calibrado linealizado de los compuestos fenolicos
(¢ PH, m DHBA, A SA, o MP, e PG).



Analisis de compuestos fendlicos mediante cromatografia a baja presion y QL 197

En la Tabla 3.3 se presentan los parametros analiticos para los compuestos feno-
licos estudiados. Como la calibracion es doblemente reciproca, el limite de de-
teccion (LD) y el limite de cuantificacion (LQ) se calcularon a partir del criterio
estandar [55] LD =y, + 3s, y LQ =y, + 10s,, donde y;, es la media del blanco y

sp es la desviacion estandar para diez blancos.

Tabla 3.3 Parametros analiticos del método para la mezcla de compuestos fenolicos.

Compuestos fendlicos

Parametro

PH DHBA
b/ mv?! 0,017 0,0036 0,020 0,0031 0,114
Sy/ mV?! 0,001 0,0003 0,004 0,0004 0,008
a/mg-1* 0,0191 | 0,00719 0,054 0,0144 1,50
S./mg:I* 0,0001 | 0,00004 0,001 0,0001 0,04
R%/% 99,76 99,91 99,23 99,83 98,18

3,96:107 | 3,24-107 | 7,24:107 | 6,57-107 | 9,43-10°
RDL/M a a a a a

9,52:10° | 7,79:10° | 8,69:10° | 7,89:10° | 2,36:10™
LD/M 8.80-10% | 2,70-10° | 2,30-10® | 5,15-10° | 4,08:10°
LQ/M 2,07-107 | 6,28:10° | 544-107 | 1,12:107 | 9,61:10°
DER"/% 13,50 4,61 6,22 2,42 9,81
DER /% 4,43 2,75 5,16 3,61 6,83
DER /% 436 2,86 2,59 4,17 6,67

b pendiente; Sy, desviacion estandar de la pendiente; a ordenada en el origen; S, desvia-
cion estandar de la ordenada en el origen; R coeficiente de correlacion; RDL rango di-
namico lineal; LD limite de deteccion; LQ limite de cuantificacion; DER" desviacién
estandar relativa para una concentracion de 0,05 mg-1" de los CFs (baja concentra-
cion); DER™ desviacion estandar relativa para una concentracion de 2 mg-1" de los
CFs (concentracion media); DER™ desviacién estandar relativa para una concentra-
cion de 12 mg-1" de los CFs (alta concentracion).

Los parametros analiticos muestran que PG presenta una menor precision y
sensibilidad debido a su menor sefial QL. La frecuencia de muestreo resultante

es de aproximadamente de 13 h™'. El método propuesto muestra resultados satis-
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factorios para la cuantificacion de cada compuesto fenolico en presencia de
diferentes relaciones de CFs coexistentes (1:5 / 5:1) sin interferencia de las se-

fiales QL ni tampoco pérdida en la resolucion (Rs > 1,5 en todos los casos).

Comparando las caracteristicas analiticas de esta técnica de separacion a baja
presion con la determinacion HPLC con deteccion quimioluminiscente para el
analisis de los compuestos fenolicos [49], encontramos un mayor rango lineal
para HPLC (un orden de magnitud), valores similares para el limite de detec-
cion, tiempos de retencion mas cortos para nuestra técnica (PH 0,4 min; DHBA
0,9 min; SA 1,75 min; MP 3,1 min; PG 4,2 min) respecto a HPLC (PH 2,4 min;
DHBA 12,0 min; SA 29,1 min; MP 9,7 min; PG 2,7 min) y una mayor precision
para HPLC (1,3-4,4 %) que para el método propuesto por nosotros (2,7-6,8 %).
Sin embargo la configuracion presentada en este trabajo ofrece buenas resolu-
ciones para un numero reducido de compuestos fenolicos, como es el caso, con

un tiempo corto de analisis e instrumentaciéon econdmica.

3.3.5. Aplicaciones analiticas
El método propuesto ha sido aplicado al analisis de productos que se utilizan
para el cuidado de la piel, dermocosméticos, como son un gel limpiador y una
crema correctora de durezas, las cuales contienen dos de los cinco compuestos
fenolicos estudiados en este capitulo, SA y MP (Figura 3.16). MP y SA son
empleados por su parte como conservantes en alimentos, cosméticos, adhesivos,
pegamentos y cuero [50] y el acido salicilico ha sido usado recientemente como
agente blanqueador en cosméticos y como un agente exfoliante en cremas del

cuidado de la piel [56].
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Para la extraccion de los CFs en los productos estudiados realizamos una adap-
tacion del tratamiento de la muestra propuesto por Mikami y col. [28]. La vali-
dez de los procedimientos de extraccion se comprobd mediante la adicion de
cantidades conocidas de cada uno de los compuestos fenolicos ensayados. La
recuperacion de los mismos, medidos por triplicado, mostrd valores comprendi-

dos entre 93,1 y 100,2 %.

150 1 Patrones

Sefial QL / mV
3

501
| Gel limpiador

0 Crema correctora

0 \ 100 200 300
T/s

Figura 3.16 Separacion obtenida para el gel limpiador y la crema correctora.

La Tabla 3.4 muestra los resultados obtenidos utilizando el método propuesto y
el procedimiento HPLC de referencia. Esta tabla incluye los valores medios de
las 3 determinaciones realizadas para cada muestra, las desviaciones estandar de
las mediciones y el valor de probabilidad P (P,) de comparacion de resultados y

validacion del método.
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Tabla 3.4 Resultados obtenidos por el método propuesto y el de referencia en muestras
reales.

Muestra Analito | Método propuesto*  Método referencia*

Py /%

14,0+ 0,1

14,08 £ 0,04
Gel limpiador

MP 9,1+0,5 9,6 0,3 17,7
Crema correctora SA 16,8 + 0,4 17,96 + 0,05 5,0
de durezas MP 42+0,2 4,289 + 0,007 5,0

*Concentraciones expresadas en mg-1™.

Como puede verse, los valores de precision del método de referencia HPLC son
mayores que los del método propuesto, pero éste en cambio utiliza una instru-
mentacion muy simple, rapida y econémica que ademas ofrece buenos limites
de deteccion. Los inconvenientes que presenta este método se refieren a su baja
precision y su limitada capacidad de separacion debida a la longitud de la co-
lumna, aunque sin embargo es suficiente para la determinacion de estos tipos de

analitos.

3.4. Conclusion

Se ha efectuado con éxito la determinacion de una mezcla de cinco compuestos
fenolicos tales como el PH, DHBA, SA, MP y PG utilizando un sistema croma-
tografico a baja presion mediante una minicolumna monolitica (5 mm) con de-

teccion quimioluminiscente.

Uno de los problemas habituales en la deteccion QL en técnicas separativas
consiste en la seleccion de las condiciones QL. Aqui hemos utilizado dos condi-
ciones quimicas diferentes, basadas en la quimica de Ce(IV)-Rodamina 6G,
incorporadas en el sistema de flujo y agrupadas de forma que en unas condicio-

nes se detectase PH, DHBA y SA y en unas segundas condiciones MP y PG,
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con la consecuente mejora en la sensibilidad de la deteccion QL. El procedi-
miento fue quimiométricamente validado y aplicado al analisis de productos
dermocosméticos comparando resultados con un método de referencia HPLC.
El método propuesto es practico, simple, rapido, de facil mantenimiento y eco-
némico, pudiendo determinar niveles de pug-1". Los valores de repetibilidad (%
DER) fluctian, para niveles medios de concentracion de los CFs, entre un 2 y
un 6 %. Es de destacar que la incorporacion de valvulas rotatorias controladas
mediante una secuencia programada facilita su uso y empleo en analisis de ruti-

na.
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DETERMINACION DE HIPOCLORITO EN
AGUAS UTILIZANDO UN SENSOR QUIMIOLU-
MINISCENTE DE UN SOLO USO






"Tras un afio de investigacion, uno cae en la cuenta de que podia haberse
hecho en una semana”

il
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Premio Nobel de Fisica en 1915

““Mi verdad bésica es que todo tiempo es un ahora en expansion”

Y
Severo Ochoa de Albornoz (1905-1993)
Premio Nobel de Medicina (1959)
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CAPITULO 4: DETERMINACION DE HIPOCLORITO EN AGUAS
UTILIZANDO UN SENSOR QUIMIOLUMINISCENTE DE UN SOLO
UNO)

4.1. Introduccion

La determinacion rapida y precisa de la presencia o concentracion de analitos
diana es de interés en todas las areas, incluyendo el diagndstico médico, el con-
trol medioambiental y el industrial. De los diferentes tipos de métodos rapidos
que se encuentran en el mercado, los métodos de quimica seca, también conoci-
dos como tiras reactivas o sensores de un solo uso, son probablemente los que
dan lugar al mercado de mayor actividad y con el mayor volumen de ventas.
Sus ventajas incluyen bajos costos, facilidad de manejo, corto tiempo de analisis
y capacidad para tomar decisiones rapidas cuando surgen problemas imprevis-
tos sin necesidad de utilizar un laboratorio convencional. Varios ejemplos se

pueden ver en la Figura 4.1.
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Figura 4.1 Ejemplos de sensores comerciales de un solo uso: a) identificacion de cafei-
na en liquidos; b) analisis de orina; ¢) analisis de aguas (Aquacheck™).
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En quimica seca, las reacciones quimicas se pueden llevar a cabo sobre el pro-
pio sensor de un solo uso siendo el analito detectado en el elemento sensor tras
la reaccion con diversos reactivos cuando se afiade el problema sobre el disposi-
tivo de ensayo o bien se sumerge en ¢él. El uso de adecuadas quimicas secas en
combinacion con una escala de color, instrumentos de sobremesa o dispositivos
miniaturizados hace posible obtener el resultado del ensayo [1]. Entre los senso-
res de un solo uso, los mas cominmente utilizados son los basados en la medida
de reflectancia difusa, absorcion de la radiacion o fluorescencia y en mucha

menor extension los que emplean quimioluminiscencia (QL).

Los sensores de un solo uso quimioluminiscentes patentados son de tipo enzi-
matico o inmunolégico generalmente. En ellos, la medida quimioluminiscente
es realizada mediante un lumindémetro o a través de diferentes tipos de peliculas
fotograficas [2], ya sea con un densitdmetro o un escaner [3]. Los sensores en-
zimaticos o biosensores de un solo uso son elementos analiticos multicapa. Fu-
ruya y col. [4] han desarrollado un biosensor de un solo uso para el analisis de
glucosa que contiene una capa de reactivos con luminol y el sistema enzimatico
glucosa oxidasa/peroxidasa en polimeros hidrofilicos. Vogelhut utiliza la misma
quimica [5], pero su capa reactiva contiene el sistema quimioluminiscente en-
capsulado en microcapsulas osmosensibles para mejorar el tiempo de vida.
Ademas afiade una capa fotosensible compuesta por una pelicula fotografica

recubierta con una capa protectora que da autonomia al sistema.

También se han descrito sensores de un solo uso de tipo inmunoensayo quimio-

luminiscente, tanto en formato homogéneo como heterogéneo. Se han propuesto
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diversos ensayos de formato heterogéneo, incluyendo ensayos de hibridacion de
acidos nucleicos, ensayos inmunoquimicos tales como inmunoensayos enzima-

ticos, ensayos tipo sandwich, competitivos y directos.

Las zonas mas habituales en estos ensayos de un solo uso son la capa de reacti-
vos y la capa de captura. La capa de reactivos contiene el ligando marcado que
genera la sefial y que se une inmunoquimicamente al analito. Esta marca o eti-
queta pueden ser enzimas tales como peroxidasa [6] u otros tales como glucosa
oxidasa o fosfatasa alcalina [7]. Alternativamente se han usado como etiquetas
proteinas bioluminiscentes, tales como la aequorina [8]. La capa de captura
contiene un agente enlazante, como por ejemplo avidina, un antigeno, un anti-
cuerpo o un receptor, inmovilizados por absorcion o por enlace covalente en
soportes tales como vidrio o bolas de polimeros, fibras o membranas, en la zona
de difusion o en una capa intermedia alternativa la cual es capaz o bien de com-
petir con el analito por los lugares de unién o enlazarse con un complejo anali-
to-reactivo. La separacion de la etiqueta no unida, asi como de interferentes
procedentes de la muestra, de la zona de reaccion se realiza previamente a la
medida quimioluminiscente y se puede llevar a cabo aplicando a la zona una
corriente de un liquido de lavado en volumen suficiente para separar los com-

puestos no enlazados de la zona de reaccion.

Los actuales inmunoensayos de pelicula delgada habitualmente tienen un volu-
men de lavado de entre 10 a 20 pl, aunque es posible incrementar este volumen
de lavado a 1 ml, dependiendo del espesor del elemento [6]. El uso de una capa

adsorbente alrededor del area de lectura elimina el liquido de lavado de este
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area. La adicion de una disolucion con la quimica de deteccion (luminol, pe-
roxido de hidrogeno/perborato, surfactantes, sensibilizadores [9]) al sensor de

un solo uso desencadena la reaccién quimioluminiscente.

En el caso de formatos homogéneos, se emplean sensores de un solo uso de tres
zonas. La segunda zona atrapa al ligando marcado proveniente de la primera
zona que no ha reaccionado con el analito. La tercera zona, por su parte, contie-
ne los productos quimicos necesarios para originar la respuesta quimioluminis-
cente, como por ejemplo calcio cuando la fotoproteina aequorina se utiliza co-
mo etiqueta de anticuerpos empleados como ligandos. Si se usan anticuerpos
enzimaticos marcados, la tercera zona contiene luminol entre otros reactivos

necesarios [8].

También se ha descrito un ensayo en formato tipo varilla para discriminar entre
tres pesticidas del grupo de las s-triazinas, utilizando un inmunoensayo compe-
titivo con un hapteno marcado con peroxidasa del rabano picante. El uso de una
red neuronal hace posible la discriminacion entre analitos [10]. De la misma
manera, se ha propuesto un inmunoensayo competitivo con deteccion quimio-
luminiscente para el cribado del herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-

D) en muestras de agua [11].

La determinacién de cloro libre (HCIO, ClO", Cl,) es importante tanto para los
proveedores, como para los consumidores industriales o domésticos debido al

uso generalizado de estos compuestos como desinfectantes del agua. Hay dife-
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rentes sensores de un solo uso tanto visuales como colorimétricos basados ma-
yoritariamente en el uso de indicadores redox como los de tipo benzidina

[12,13] 0 en la reaccidon con yodo y un polimero tipo celuldsico [14].

En este capitulo hemos desarrollado un sensor monocapa de un solo uso para la
determinacion de hipoclorito basado en la medida de la quimioluminiscencia
producida por la reacciéon de hipoclorito con el anion fluoresceinato. El sensor

propuesto aqui ofrece suficiente sensibilidad para su aplicacion en aguas.

4.2. Experimental
4.2.1. Productos quimicos y materiales

Todos los productos quimicos utilizados fueron de calidad reactivo analitico. El
agua utilizada a lo largo del estudio fue de 6smosis inversa producida por un
sistema de purificacion Milli-RO 12 mas Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.). La disolucion patron de hipoclorito se prepar6 diariamente por dilu-
cion de una disolucion de hipoclorito sodico al 10 % (Panreac, Barcelona, Es-
paiia), cuyo pH se ajusté a un pH de 9,5 con HCI 10° M y se estandarizd por
yodimetria. Como reactivo para la reaccion quimioluminiscente se utilizo fluo-
resceina (CAS n° 171832), obtenida también de Panreac. Para la preparacion de
membranas se utilizo el hidrogel de poliuretano D-4 de Tyndall-Plains-Hunter
Ltd (Ringo, NY, EE.UU.), cloruro de polivinilo de alto peso molecular (PVC),
polivinilpiridina (PVP) y triacetato de celulosa, siendo todos ellos suministrados

por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Espafia).
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Otros productos quimicos empleados fueron tributilfosfato (TBP), tetrafenilbo-
rato de tetraheptilamonio (TFB) (Fluka, Buchs, Suiza), Aliquat 336 y tetrahidro-
furano (THF). Ademas se usaron cromatoplacas de Silicagel 60 sobre hojas de
aluminio (Merck, Darmstadt, Alemania), resina de cambio anidénico Sephadex
QAE-25 (Sigma), papel de cambio aniénico Whatman DE-81 (Whatman,
Maidstone, UK), ademas de laminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cam-
bridge, UK) usadas como soporte.

4.2.2. Instrumentacion y programas informaticos
La emision de quimioluminiscencia fue medida mediante un luminémetro CL-1
de la casa comercial Camspec (Camspec Ltd., Cambridge, UK) equipado de un
moddulo externo para la medida de QL, tanto en membrana como en disolucion,
usando cubetas estandar UV-Visible. Este accesorio consiste en una caja meta-
lica de forma rectangular que incorpora un soporte porta-cubetas. Este soporte
esta fabricado en hierro y pintado de negro mate que se cierra por la parte supe-
rior mediante un cierre con sujecion. Al cerrar el modulo se activa un interrup-
tor que pone en funcionamiento el fotomultiplicador (PMT) que se encuentra
situado frente a la cubeta de medida. Este interruptor esta disefiado para preve-
nir la entrada de luz exterior e impedir la saturacion del PMT cuando el sistema
esta abierto, es decir, a la hora de extraer o introducir la cubeta de medida. El
cierre presenta un orificio central donde se sitiia un tubo negro de PVC de 6 cm

de longitud para introducir la muestra.

Para chequear y comprobar la fiabilidad de los datos obtenidos, este mddulo
externo lleva incorporado un LED y un interruptor (Figura 4.2). El luminémetro

se conectd a un ordenador mediante la tarjeta de integracion INT7 - 24 bit A/D.
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La introduccién de la muestra en el mdédulo externo del lumindmetro se realizo
mediante jeringas convencionales de diferentes volumenes utilizando un sistema
neumatico de doble accidn disefiado por nosotros para mejorar la repetibilidad y

reproducibilidad de las medidas.

Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofotometro de fluo-
rescencia Cary Eclipse provisto de sistema Peltier para mantener constante la
temperatura (Varian, Palo Alto, CA, EE.UU.) y los espectros de reflectancia
difusa de los sensores de un solo uso se midieron con un espectrofotometro
Lambda 2 UV/Vis (Perkin Elmer, Ueberlingen, Alemania) gracias al accesorio

de reflectancia incorporado.

Entre otros aparatos y materiales de laboratorio se utilizo un dispositivo de re-
cubrimiento por giro para la preparacion de membranas disefiado por nosotros
[15], un pH-metro digital de la marca Crison con un electrodo combinado de
calomelanos saturado (Crison Instruments, Barcelona, Espafia) y cubetas de
vidrio (OS) y de cuarzo (QS) de la casa comercial Hellma (Hellma Hispania,

Badalona, Espana) (100-OS y 100-QS) de 1, 2, 5 y 10 mm de paso de luz.

Los programas informaticos empleados para el tratamiento de datos fueron:
programa CSW32 suministrado por la casa DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Pra-
ga, Republica Checa), Statgraphics (Manugistics Inc. and Statistical Graphics
Corporation, 1992, EE.UU.), ver.4.0 (1993) y Microsoft Office 2003.
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Figura 4.2 Dispositivo utilizado para la medida de los sensores quimioluminiscentes de
un solo uso.
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4.2.3. Preparacion de la membrana
Los sensores de un solo uso sensibles a hipoclorito se prepararon sumergiendo
en placas Petri de 50 ml tiras de papel celulésico de cambio anidénico DE-81 de
10 x 90 mm en una disolucion de fluoresceinato sodico (uranina) 3-10* M
(pH=10,5). Transcurridos 5 minutos, se lavaron durante 30 segundos con agua
en otra placa Petri para posteriormente dejarlos secar durante 2 horas a tempera-
tura ambiente. A continuacion, los papeles anionicos de color amarillo se corta-
ron en piezas de dimensiones de 10 x 9 mm adhiriéndolos a soportes de tipo
Mylar de dimensiones 10 x 40 x 0,5 mm mediante una disolucion de triacetato
de celulosa 7-10™* M en diclorometano (Figura 4.3) para preparar sensores de un
solo uso (Figura 4.4) que se almacenaron a temperatura ambiente protegidos de

la luz ambiente hasta su uso.
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Figura 4.3 Esquema para la preparacion de los sensores de un solo uso para la determi-
nacion de hipoclorito.

Figura 4.4 Preparacion de sensores de un solo uso QL en papel aniénico DE-81.
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4.2.4. Medidas de quimioluminiscencia
La luz emitida por el sensor de un solo uso se midi6 directamente por el foto-
multiplicador (PMT) del luminémetro sin discriminacion de longitudes de onda.
El parametro analitico que se utilizé fue la altura de pico de la sefial luminiscen-

te.

4.2.5. Procedimiento
¢ Patrones y muestras

Se prepararon alicuotas de una disolucién patrén conteniendo entre 2,0 y 52,0
mg-1"" de hipoclorito, o bien de un problema, con el pH ajustado a 9,5 mediante
NaOH o HCI segun su pH, para finalmente tomar un volumen de 1 ml con una
jeringa. El sensor de un solo uso se situ6 en un lateral de una cubeta de 5 mm de
paso de luz, situada a su vez en el interior del moédulo externo del luminémetro,
en concreto frente al PMT. Después de cerrar la tapa del accesorio por medio de
dos arandelas, se inyect6 la muestra a través del tubo de PVC en la cubeta me-
diante una jeringa empujada mediante un pistdn neumatico, lo que origind y
permitid medir la emision quimioluminiscente. La funciéon de calibracion se

obtuvo mediante disoluciones de hipoclorito de concentracidén conocida.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Seleccion de reactivos y soporte sdlido
De los diferentes colorantes xanténicos ensayados, rodamina 6G, pironina Y y
uranina (Figura 4.5), se selecciond uranina porque aunque los otros dos coloran-
tes daban sefiales mas intensas, lo hacian de forma lenta [16] incrementando el

tiempo de analisis.
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W\

Uranina Rodamina 6G Pironina Y

Figura 4.5 Colorantes xanténicos utilizados: uranina, rodamina 6G y pironina Y.

Se ensayaron diferentes tipos de membranas para retener al anion fluoresceinato
y servir de soporte para la reaccion con hipoclorito y producir quimioluminis-

cencia. Entre ellos se probaron:

1) polimeros formadores de membrana, que actiian como una matriz de inmovi-

lizacién tales como poliuretano D-4, PVP, PVC y triacetato de celulosa.

2) soportes sélidos que retengan fluoresceinato por adsorcion o cambio i6nico,
como cromatoplacas de silicagel, papel de celulosa convencional o el papel de

cambio anidnico DE-81 que contiene grupos amino como grupos funcionales.

En el primer caso, las membranas se prepararon a partir de disoluciones de los
propios polimeros ademas del fluoresceinato soédico, depositando un volumen

sobre un soporte transparente mediante un dispositivo de recubrimiento por giro

Z_
/+
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(Figura 4.6) o, alternativamente, utilizando un cambiador anidnico tipo Sep-
hadex en ciclo fluoresceinato disperso en una disolucion de un polimero hidrofi-

lico.

Figura 4.6 Dispositivo de giro para la preparacion de membranas circulares.

En el segundo caso, la zona sensora se prepard adicionando un volumen cono-
cido de una disolucion acuosa de fluoresceinato sodico mediante una micropipe-
ta y dejandola secar a temperatura ambiente. En ambos casos, la cantidad de

colorante por unidad de area fue similar.

Las diferentes membranas preparadas conteniendo fluoresceinato sodico se
ensayaron con una disolucién de hipoclorito 10° M, mostrando que la mejor

sefal quimioluminiscente la originaba el papel de cambio anidénico DE-81 (100
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%) frente a poliuretano D-4 (74 %), PVP (26 %) y PVC (13 %). Las otras
membranas preparadas no respondieron a hipoclorito y la membrana de celulosa
lixiviaba fluoresceinato en contacto con agua. Por ello, se selecciond el papel
aniénico DE-81 como fase sélida para inmovilizar fluoresceinato sédico debido
a la alta sefial quimioluminiscente que ofrecia, al corto tiempo de respuesta, su

reproducibilidad, facilidad de preparacion y la posibilidad de reutilizacion.

4.3.2. Reaccion quimioluminiscente en fase sélida
El espectro de reflectancia difusa del sensor de un solo uso conteniendo uranina
muestra una banda ancha con un maximo a 510 nm (490 nm en disolucion).
Tras reaccionar con hipoclorito, el maximo de la senal se desplaza hacia el rojo
hasta una longitud de onda de 527 nm, apareciendo un leve color rojo sobre el
sensor. La fluorescencia emitida desde la superficie del papel muestra una lon-
gitud de onda de excitacion y de emision de Aexe S17 nm y Aep 541 nm, respecti-
vamente (Aexc 489 nm y Aey, 519 nm en disolucion) y tras reaccionar con hipoclo-
rito las longitudes de onda no se modifican sustancialmente, Ae,e 518 NM y Aep

547 nm.

El espectro de quimioluminiscencia tiene un maximo de emision entre 537 y
547 nm. Estos datos muestran que la reaccion es sensibilizada por el propio
fluoresceinato sodico o por una sustancia relacionada (Figura 4.7) ya que la
longitud de onda de emision del fluoresceinato sddico coincide con la longitud

de onda de emision quimioluminiscente.
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Figura 4.7 Espectros de fluorescencia (a) y quimioluminiscencia (b) del sensor de un
solo uso conteniendo fluoresceinato sodico.

Simultaneamente a la reaccién quimioluminiscente, el papel de cambio i6nico
amarillo cambia su color a un color rojo no muy intenso inmediatamente des-
pués de la adicion de hipoclorito y permanece sin cambio, excepto si la concen-
tracion de hipoclorito es muy alta, en cuyo caso el papel es completamente de-

colorado.

Para explicar este fenomeno consideremos que la molécula de fluoresceina pue-
de existir de tres formas: en disolucién una estructura de lactona incolora, una
estructura zwiterionica, que dota a la disolucion de color amarillo y una estruc-
tura para-quinoidea que so6lo aparece en estado solido y que presenta un color
rojo intenso [17] (Figura 4.8). De las dos formas existentes en disolucion, pre-

domina la estructura zwiterionica, por eso la disolucion tiene color amarillo, la
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cual es dependiente del pH, siendo mas fluorescente si se encuentra la molécula

totalmente desprotonada.

HO o OH
LI ©
o}
S5

Lactona Zwiterion p-quinona

Disolucioén incolora Disolucion amarilla Sélido rojo

Figura 4.8 Formulas moleculares de la fluoresceina en estado sélido y en disolucion,
obtenido de [17].

Este fenomeno puede explicarse si se considera el mecanismo de la reaccion
quimioluminiscente con hipoclorito. Este mecanismo es similar al que tiene
lugar en la reaccion de Rodamina 6G con hipoclorito [18] u otros colorantes
xanténicos [19,20] a través de la produccién de oxigeno singlete (‘O,°). La re-
accion de hipoclorito con el anion fluoresceinato provoca la ruptura de esta
molécula generandose didxido de carbono con una serie de derivados que con-

ducen a la produccion de oxigeno singlete [21,22] (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Formacion de oxigeno singlete.

Posteriormente ocurre una transferencia de energia del oxigeno singlete al anién

fluoresceinato produciéndose asi una emision quimioluminiscente sensibilizada
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[23] (Figura 3.10). La oxidacion de hipoclorito puede no ser completa y con ello
puede que so6lo se oxide al grupo hidroxilo del anillo bencénico produciéndose
la forma p-quinoidea de la fluoresceina en fase solida (Figura 4.8), dotando a la
tira reactiva del color rojo observado tras la reaccion. Del mecanismo se deduce
que al igual que se determina hipoclorito se puede determinar también peréxido

de hidrégeno con una sensibilidad mayor.

103 I

Oxigeno
singlete

Uranina

hv

Figura 4.10 Generacion de QL sensibilizada por la uranina.
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4.3.3. Optimizacién del sensor de un solo uso
Las respuestas del sensor de un solo uso quimioluminiscente se optimizaron
teniendo en consideracion: 1) factores relacionados al disefio y composicion de
la zona sensora (concentracion de reactivos, tiempo de contacto, tiempo de se-
cado y disefio del sensor); y 2) las variables relacionadas con la reaccion de

hipoclorito (pH, fuerza idnica, concentracion de hipoclorito).

La zona sensora se prepard impregnando tiras del papel de cambio anidnico
seleccionado en una disolucion de fluoresceinato sodico (pH = 10,5) durante 5
minutos. Después de la retencion, fue necesario eliminar el exceso del reactivo
ya que es retenido tanto por intercambio i6nico como por adsorcion, y presenta
diferente comportamiento dependiendo del proceso de retencion. La sefial es
mayor y mas rapida si el fluoresceinato es retenido por adsorcion que por cam-
bio i6nico, pero la reproducibilidad de la preparacion de la membrana es menor
y tiene lugar lixiviacion desde la zona sensora. Por ello, tras la retencion de
fluoresceinato lavamos el papel de cambio iénico con agua para eliminar el
efecto de adsorcion en la medida de lo posible. Las tiras de papel se secaron a

temperatura ambiente durante 2 horas antes de su utilizacion.

Como las tiras de papel asi preparadas ofrecen dificil manejo y mala reproduci-
bilidad cuando se inyecta la muestra con hipoclorito en el dispositivo experi-
mental antes descrito, se optd por cortar el papel de fluoresceina en piezas de 10
x 9 mm adhiriéndolas a una tira transparente de poliéster de 10 x 40 mm me-
diante una disolucion de triacetato de celulosa en diclorometano. Se obtienen

con ello las sefiales mas intensas cuando la anchura del papel anidnico de fluo-
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resceina es de 10 mm, ya que ésta coincide con la anchura de la cubeta Optica.
Ademas, la altura a la que se posiciona el papel anidnico en la tira de poliéster
es de importancia, siendo la sefial maxima si la altura desde el fondo a la zona
sensora es mayor o igual a 16 mm, es decir, la sefial aumenta cuanto mas cerca

esté de la ventana del fotomultiplicador.

Para estudiar la influencia de la concentracion de fluoresceinato se utilizaron
. . 3 4 . . . .,

disoluciones entre 10~ y 10™ M manteniendo un tiempo de impregnacion cons-

tante en el papel anidnico de 5 minutos. La mayor sefial quimioluminiscente

obtenida correspondio a una concentracion de 310 M (Figura 4.11)
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Figura 4.11 Influencia de la concentracion de fluoresceinato en la tira reactiva.

La disminucion observada a altas concentraciones de ion fluoresceinato puede

ser debida a una autoabsorcion de la luminiscencia emitida por el propio fluo-
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resceinato excitado como sugiere el solapamiento observado en los espectros de
fluorescencia de esta molécula inmovilizada en papel anidnico y de los estudios
de reflectancia difusa (véase Figura 4.7). El uso de altos tiempos de impregna-
cion utilizando la misma concentracion de fluoresceinato sodico conduce al

mismo resultado, un decrecimiento de la sefial quimioluminiscente.

120
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40
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Figura 4.12 Dependencia del pH en el sensor de un solo uso.

La emision quimioluminiscente de hipoclorito utilizando este sensor de un solo
uso ocurre a un intervalo de pH comprendido entre 6,0 y 12,0, como era de es-
perar para un oxidante que funciona en medio alcalino. La curva de emision
quimioluminiscente con el pH muestra dos maximos, uno a pH 7,0 y otro a pH
9,5 y un minimo entre 7,0 y 9,5. Por otra parte, hay un incremento en la emision

quimioluminiscente entre 6,0 y 7,0 y un gradual decrecimiento desde 10,0 hasta

13,0 (Figura 4.12).



Determinacion de hipoclorito en aguas utilizando un sensor QL de un solouso 231

Los dos maximos observados pueden ser debidos a los diferentes procesos invo-
lucrados. El primer maximo a pH 7,0 podria ser debido a una formacion maés
eficiente del peroxiacido y esto ocurre a un pH donde el acido carboxilico se
encuentra totalmente disociado (pK; = 6,36) y el hipoclorito estad protonado
(pK, = 7,53) [18]. La subida de quimioluminiscencia hacia el segundo maximo
se asemeja a la variacion de la razéon [C1O7]/[HCIO] en funcion del pH, indicada
por la linea discontinua de la Figura 4.12, y podria indicar que ambas especies
del hipoclorito pueden ser efectivas en la produccion de especies quimiolumi-
niscentes. Ademas, la produccion de oxigeno singlete por peroxidcidos esta
favorecida a valores altos de pH. Un comportamiento similar ha sido descrito
para la oxidacion de pirogalol con hipoclorito [24]. Por lo tanto, es posible tra-
bajar a cualquiera de los dos méaximos de pH encontrados (7,0 o 9,5) pero la
precision es mayor trabajando a pH 9,5, por lo que se selecciond este como

valor éptimo.

La influencia de la fuerza idnica en la sefial QL es muy grande, produciendo
una disminucion exponencial en la sefial al aumentar la concentracion de elec-
trolito. Asi, el uso de NaCl 0,01 M al pH seleccionado disminuye la sefial en un
78 % (Figura 4.13). Este comportamiento esta de acuerdo con los resultados
encontrados para la reaccién quimioluminiscente de hipoclorito con uranina
[25] y rodamina 6G [16] en disolucién. El pH de la muestra se ajusté a 9,5 con
NaOH pero no con tampon debido a la influencia negativa de la fuerza ionica en

la sefial QL.
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Figura 4.13 Influencia de la fuerza idnica sobre el sensor de un solo uso para una con-
centracion de Cl1O™ de 3-10™* M.

El volumen de la muestra también afecta a la sefial QL. Para este estudio se
utilizaron cuatro cubetas opticas (1, 2, 5, 10 mm) (Figura 4.14), inyectando
volumenes de 0,3, 0,7, 1,5 y 2,0 ml de manera que en todos los casos la zona

sensora quedara cubierta por la disolucion.
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anm

Figura 4.14 Cubetas utilizadas para la influencia del volumen de muestra.
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Las senales QL se incrementaron al aumentar el volumen hasta 1,5 ml permane-
ciendo constantes a continuacion porque el incremento de la distancia del sensor
al fotomultiplicador compensa el aumento del volumen (la sefial se incrementa
3,5 veces de 0,3 ml hasta 1,5 ml). En consecuencia, se utilizd una cubeta de 5

mm de paso de luz para subsiguientes experimentos.

Piston
neumatico

Jeringa

Moédulo QL

Pulsador

Figura 4.15 Dispositivo neumatico para la introduccion de la muestra.

El uso de una inyecciéon manual con una jeringa convencional conduce a resul-
tados de baja reproducibilidad como era de esperar (en nuestro caso se obtenia
una desviacion estandar relativa (DER) de un 16,0 %). Para mejorar la reprodu-

cibilidad de la inyeccion se disefid un sistema automatico operado neumatica-
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mente (2 bar) para inyectar la muestra a velocidad constante dentro de modulo
externo del luminémetro mediante una jeringa convencional con lo que la DER

bajo a un 6,0 % (Figura 4.15).

La respuesta del sensor de un solo uso a variaciones en la concentracion de hi-
poclorito fue estudiada entre 10° M y 10° M a un pH de 9,5. La dependencia
muestra dos tramos lineales con diferentes pendientes: un primer tramo de 107
M hasta 2-10* M y un segundo entre 2-10* M y 2:10° M con menor pendiente.
Para concentraciones mas altas, la sefial permanece constante. Estos resultados
son similares a los que encontraron Iron y Greenway [18] en la calibracion de
hipoclorito utilizando rodamina 6G como reactivo en un sistema de flujo, donde
observan dos tramos, exponencial el primero y lineal el segundo. Este compor-
tamiento puede ser explicado por un mecanismo energético de asociacion co-
operativa que supera el problema de que una sola molécula de oxigeno singlete
no tenga la suficiente energia para excitar los compuestos sensibilizadores. Este
mecanismo predice una relacion exponencial entre la intensidad de quimiolumi-
niscencia y la concentracion a bajos niveles de oxigeno singlete y una relacion

lineal a altos niveles [26], a diferencia de lo que encontramos aqui.

Observamos que estos sensores de un solo uso son reutilizables sin ninguna
preparacion especial excepto una breve inmersion en agua y una leve agitacion
para eliminar las gotas de disolucién adheridas. Para concentraciones interme-
dias de la funcién de calibrado (5-10* M) se encuentra que las tiras reactivas
pueden reutilizarse al menos 30 veces. Este resultado es consistente con el me-

canismo propuesto ya que el i6n fluoresceinato se consume en pequeias canti-
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dades durante la reaccion. Teniendo en cuenta la capacidad de cambio i6nico
del soporte utilizado (1,7 pEq-cm™), la cantidad de anién fluoresceinato fijado
en el mismo es de 15,3 uEq. Para una concentracion de 5-10* M de ClO", inyec-
tando 1 ml, tenemos 0,5 uEq de CIO", cantidad suficiente para explicar su reuti-

lizacioén unas 30 veces, como se observa por el resultado de la Figura 4.16.
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Figura 4.16 Sefiales de quimioluminiscencia replicadas a partir de un mismo sensor.

El tiempo de vida de los sensores de un solo uso, protegidos de la luz en las

condiciones normales, fue de unos 4 meses, lo que se comprobé mediante un
., . 4

chequeo regular con una concentracion de analito de 5-10™ M, no mostrando

cambio alguno en los valores de precision.
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4.3.4. Parametros analiticos
Se puede emplear como sefial analitica los valores de area o altura de los picos
quimioluminiscentes (Figura 4.17), pero el uso de la altura produce una mayor
precision. Las funciones analiticas fueron obtenidas mediante dos conjuntos de
calibracién compuestos de 4 y 6 patrones con seis réplicas para cada patron. La
linealidad de las distintas funciones analiticas se comprobd con un test de fallo
de ajuste. Bajo las condiciones recomendadas, se encuentran dos rangos lineales
para la sefial analitica, esto es, la intensidad quimioluminiscente frente a la con-
centracion de hipoclorito, siendo el primero de 2,0 hasta 10,3 mg-1" (4:107° —
2:10* M) y el segundo de 10,3 hasta 51,4 mg-1" (2-10* — 10” M). Los limites
de deteccion, LD, (k=3), y los limites de cuantificacion, LQ, (k=10) estableci-
dos mediante diez blancos fueron 0,4 mg-1" (8-10° M) y 1,5 mg-I"" (3-10° M),

respectivamente.
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Figura 4.17 Sefiales QL para diferentes concentraciones de hipoclorito.
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La precision, expresada como desviacion estandar relativa (DER), fue obtenida
a una concentracion de hipoclorito de 4-10™ M y utilizando el mismo sensor de
un solo uso, a partir de 10 medidas replicadas, obteniendo un valor de 6,6 %. La
repetibilidad utilizando diferentes sensores fue obtenida del mismo modo, utili-
zando la misma concentracion y 10 sensores diferentes, obteniendo en este caso
un valor de 12,3 %. Este valor indica que la preparacion de los sensores es un
factor determinante para obtener buenos resultados de reproducibilidad en el
método propuesto. Por ello, consideramos que la automatizacion en la prepara-
cion del sensor de un solo uso con el empleo de sistemas de produccion en masa
para preparar los sensores puede llevar a unas mejores prestaciones analiticas.

La Tabla 4.1 muestra estos y otros parametros analiticos.

Tabla 4.1 Parametros analiticos para la determinacion de hipoclorito.
Parametros Valores

Primer rango lineal (M) 4-10°-2-10"
r’ 0,995
Segundo rango lineal (M) 2:10-107
r’ 0,992
Limite de deteccion (M) 8-10°
Limite de cuantificacion (M) 3-10”
Coste (€/sensor) 0,05
DER (%) con un sensor 6,6
DER (%) con varios sensores 12,3

Al objeto de comprobar los efectos que podrian tener especies concomitantes
habitualmente presentes en aguas naturales se realizd un estudio de diferentes
interferentes. Utilizando concentraciones de hipoclorito de 5:10° y 5-10 M se
comprob6 que las especies: Ca(Il), Mg(II), Zn(II), Cu(II), Fe(III), CI, SO,

2- - , . . . , .
COs57, y NO5™ no producian interferencia, sin embargo el amoniaco por si solo
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no producia interferencia pero la adicion conjunta de amoniaco y ClO™ suprimia
la sefial quimioluminiscente debido a la formaciéon de cloraminas (NH,Cl)
(ecuacion 1). Por otra parte, la presencia de Fe(Ill) o Cu(Il) impide la interfe-
rencia de amoniaco por catalizar la descomposicion de esas cloraminas (ecua-

cion 2).

NaClO + NH; — NH,Cl + NaOH (ec. 1)

3+

F
3NH,CI + 3NaOH ——— 3NaCl + NH; + N, + 3H,0  (ec.2)

Por lo tanto, para la determinacion de aguas residuales fue necesario adicionar
sales de Fe(IIl) observando que en concentracion 10° M era suficiente para

impedir la formacion de cloraminas.

4.3.5. Aplicacion del sensor de un solo uso para hipoclorito
La exactitud del método se establecido mediante un estudio de recuperacion en
aguas de diferente grado de mineralizacion a las que se afiadio hipoclorito a dos
niveles de concentracion. La Tabla 4.2 muestra los resultados de recuperacion
obtenidos, que oscilan entre 91,0 y 103,4 %. Para evaluar la utilidad del sensor
quimioluminiscente propuesto para la determinacion de hipoclorito, se aplicod a
su determinacion en diferentes tipos de muestras de aguas (industriales, pozo y

piscinas).
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Tabla 4.2 Estudio de recuperacion en aguas de distinta mineralizacion y procedencia.

Agua mineral Afadido  Encontrado Recuperado
mM mM %
Gerona, Espafia (fuerte) 8:28 gﬁ? 32:431
Cérdoba, Espaiia (débil) 8228 8§§ 19083’?4
Gerona, Espafia (débil) 8:?2 gﬁg 19()72:11
Madrid, Espafia (muy débil) 8:28 gﬁz g?:g

La Tabla 4.3 muestra los resultados obtenidos utilizando el sensor de un uso

propuesto y el método de referencia espectrofotométrico (DPD) utilizado [27].

Esta tabla incluye los valores medios para tres determinaciones de cada muestra,

las desviaciones estandar de estas determinaciones y el valor de probabilidad P

(P,) de comparacion de resultados para ambos métodos. Como puede verse, los

resultados obtenidos por ambos métodos son estadisticamente similares.

Tabla 4.3 Determinacion de hipoclorito en aguas mediante el método propuesto y el de

referencia.
Matriz Tira reactiva S Referencia S
(mg/l) (mg/l)
Agua de piscina 1 49 0,5 4,6 0,3 | 52,1
Agua de piscina 2 5,0 0,6 5,2 0,3 | 64,6
Agua residual 1 21 2.3 23 1,3 | 23,3
Agua residual 2 28 3,6 29 2,3 | 84,3
Agua de pozo 1 9,0 0,8 9,3 0,5 | 64,5
Agua de pozo 2 7 1,0 6,1 0,4 | 35,5

4.4. Conclusiones

En este capitulo se ha propuesto un sensor de un solo uso quimioluminiscente

simple y selectivo para la determinacion de hipoclorito en aguas. El sensor con-
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siste en una membrana de papel de cambio anidnico en ciclo fluoresceinato
fijada a un soporte alargado que se emplea ademas para facilitar su manejo. El
sensor ofrece una buena repetibilidad, puede reutilizarse hasta 30 veces, es sim-
ple de preparar y usar, respeta al medio ambiente y puede ser considerado como

una alternativa econémica para obtener informacion analitica.
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BIOSENSOR QUIMIOLUMINISCENTE DE UN
SOLO USO PARA LACTATO






“Duda siempre de ti mismo,
hasta que los datos no dejen lugar a dudas.”

Louis Pasteur (1822-1895)
Quimico y Microbidlogo

““La ciencia no es una nacion de barreras y prejuicios,
sino una puerta abierta a toda la humanidad”

4

Otto Fritz Meyerhof (1884-1951)
Premio Nobel de Medicina (1922)
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CAPITULO 5: BIOSENSOR QUIMIOLUMINISCENTE DE UN SOLO
USO PARA LACTATO

5.1. Introduccion
El L(+)-Lactato es producido por el metabolismo anaerébico de la glucosa, des-
cubrimiento que a Otto Fritz Meyerhof le supuso recibir el premio Nobel de

medicina en 1922.

HO O

7%

Figura 5.1 Acido L(+)-l4ctico.

La determinacion de lactato es de gran interés dentro del campo clinico, medi-
cina deportiva o andlisis de alimentos. La medida del mismo es llevada a cabo
de forma rutinaria mediante cromatografia de liquidos [1], espectrofotometria
[2] y amperometria [3], principalmente mediante electrodos enzimaticos. En los
alimentos, el lactato es producido mediante fermentacion bacteriana siendo un
componente esencial para elaboracion de queso, yogur, leche y demas productos
lacteos, haciendo de la monitorizacion de lactato un aspecto importante para el

control de la calidad.

La evaluacion rapida del nivel de lactato en sangre necesaria para determinar la
carga de trabajo de atletas, soldados o trabajadores o para evaluar pacientes o

animales en unidades de cuidados intensivos, se puede realizar con sensores de
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un solo uso [4]. Se han descrito diferentes tipos de sensores de un solo uso para
lactato, y algunos de ellos estan en el mercado, especialmente en el mercado
deportivo, para su uso con monitores portatiles o de sobremesa tanto de peque-

fio como de gran formato (Figura 5.2) [5].

(a) (b)

Figura 5.2 Determinacion de lactato en sangre mediante el sistema Lactate Scout®;
a) Sensor amperométrico; b) Instrumentacion portatil.

La mayoria de los biosensores de un solo uso descritos para lactato estan basa-
dos en quimica seca de tipo enzimatico, utilizando habitualmente lactato oxida-
sa [6] y lactato deshidrogenasa [7] con transduccion fotométrica [8] o ampero-
métrica [9,10]. La transduccién quimioluminiscente [11] cominmente basada
en esquemas enzimaticos, principalmente en lactato oxidasa/peroxidasa/luminol
[12] v lactato deshidrogenasa/NADH/enzimas bioluminiscentes [13], ha sido
implementadas en diferentes tipos de formatos de flujo [14,15] o fibra optica.
Sin embargo, la deteccion quimioluminiscente ha sido utilizada en mucha me-
nor extension en biosensores de un solo uso a pesar de sus ventajas, como son la

alta sensibilidad e instrumentacion simple, debido a la mas compleja inmovili-
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zacion de todos los reactivos necesarios ademas de por la necesidad de controlar

el tiempo de medida.

Los biosensores quimioluminiscentes de un solo uso descritos hasta la fecha son
principalmente enzimdticos o inmunolégicos y la medida de la quimioluminis-
cencia (QL) se lleva a cabo con luminémetros convencionales [16], luminéme-
tros portatiles [17] o en diferentes tipos de peliculas fotograficas, especialmente
las de tipo instantdneo [18-20], junto con un densitometro o un escaner [21] o
incluso incorporando la pelicula fotografica en el elemento analitico como una

capa fotosensible [22].

Se han descrito diferentes sensores QL enzimaticos de un solo uso que habi-
tualmente son elementos multicapa con los reactivos inmovilizados. Estos reac-
tivos se pueden localizar: 1) en una sola capa de reactivo como el sensor de
glucosa descrito conteniendo luminol, glucosa oxidasa y peroxidasa en una
mezcla de gelatina y 1,2-bis(vinilsulfonilacetamido) etano [23] o encapsulada
en microcdpsulas osmosensibles para mejorar su tiempo de vida; y 2) en varias
capas, como es el caso del sensor de glucosa estudiado por Carter y col. [18]
basado en enzimas inmovilizadas en un disco de microfibra de vidrio y luminol

en una membrana de celofan.

Como ejemplo de sensor no enzimatico de un solo uso podemos destacar el
sensor para la determinacion de peréxido de hidrégeno en agua de lluvia basado
en una membrana de hidroxietil celulosa conteniendo cloruro de cobalto como

catalizador y un surfactante [24].
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Diferentes ensayos quimioluminiscentes de un solo uso tanto homogéneos como
heterogéneos han sido descritos incluyendo ensayos de hibridacion de ADN,
ensayos inmunoquimicos tales como ensayos tipo sandwich, ensayos de tipo

competitivo y de tipo directo.

En el caso de ensayos heterogéneos, la separacion de los compuestos marcado-
res no enlazados asi como componentes interferentes procedentes de la muestra
de la zona de reaccion antes de la medida QL, se puede llevar a cabo por lavado
y eliminacion del liquido de lavado con una capa adsorbente adyacente. La adi-
cion de una quimica de deteccion en disolucion (luminol, peréxido de hidroge-
no, surfactantes, sensibilizadores) desencadena la reaccion QL [16,17,25-27].
Alternativamente, después del lavado del marcador que no ha reaccionado en la
membrana, se puede colocar un trozo de papel mojado con la quimica QL al
lado de la membrana para desencadenar la emision QL [28]. En el caso de for-
matos homogéneos, se ha propuesto un sensor de tres zonas. La segunda zona
atrapa al ligando marcado que no ha reaccionado proveniente de la primera
zona, mientras que la tercera zona contiene la quimica necesaria para generar la

respuesta QL [29].

El empleo de estos sensores quimioluminiscentes de un solo uso es amplio y
entre los ejemplos podemos citar determinaciones de peroxido de hidrogeno
[24], hipoclorito [30], glucosa [18,23], teofilina [29], ametrina y los herbizidas:
acido 2,4-diclorofenoxiacético [28], atrazina, terbitilazina y ametrina [16], 4-n-
nonilfenol [17], gonadotropina coriénica humana [27] y ensayos de hibridacion

de ADN [19,26], entre otros.
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La finalidad de este capitulo es desarrollar y caracterizar un biosensor de un
solo uso para lactato, seleccionando como una aplicacion interesante y represen-

tativa la determinacion de lactato en productos lacteos, en este caso en yogur.

5.2. Experimental
5.2.1. Productos quimicos

Todos los productos quimicos utilizados fueron de calidad analitica. Las disolu-
ciones se prepararon con agua de 6smosis inversa producida por un sistema de
purificacion Milli-RO 12 mas Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). La
disolucion madre de L-(+)-Lactato 10? M en agua se prepar6 a partir de sal de
litio de L-(+)-Lactato del 97 % de la casa comercial Sigma (Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Madrid, Espafia) que se estandarizd6 mediante yodimetria. Diso-
luciones de menores concentraciones se prepararon mediante diluciéon con agua.
Otras disoluciones utilizadas fueron el tampon 0,1 M Tris a partir de Trizma

base 99 % (Sigma) ajustado a diferentes pH con NaOH o HCI.

La reaccion QL se lleva a cabo con los siguientes reactivos: disolucion madre
de 102 M de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona) del 97 % (Sig-
ma), lactato oxidasa (LOx) de Pediococcus, 39 IU-mg™ (Sigma), peroxidasa de
Arthromyces ramosus (ARP), 758 IU-mg”', de Fluka (Fluka, Madrid, Espaiia) y

aluminio metalico en polvo (de un tamafo de particula <75 pm) de Sigma.

Para la formacion de membranas utilizamos hidrogeles de poliuretano D-4 y D-
6, 60 g‘l'l, de Tyndall-Plains-Hunter Ltd. (Ringo, NY, EE.UU.); polivinil triace-

tato (PVA), triacetato de celulosa, el polication hidrobromuro de poli-L-lisina
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(PLL) (MW 84.000 g-mol™) y el polianién poli(sodio 4-estirensulfonato) (PSS)
(MW 70.000 g-mol™) 30 % en peso (densidad 1,16 g-mol™), en disolucion
acuosa, todos ellos suministrados por Sigma. Como soporte para las membranas
utilizamos laminas de poliéster de tipo Mylar, tanto transparentes como opacas
y de distintos colores (Goodfellow, Cambridge, R.U.), asi como espejos plasti-
cos metalizados. Ademads de estos componentes se utilizaron disolventes como
el tetrahidrofurano (THF) y las resinas de cambio anionico Sephadex QAE-25 y
DEAE, y la IRA 400 en forma de cloruro, siendo todos ellos suministrados por
Sigma.
% Preparacion de la enzimas

La disolucion de LOx fue preparada por disolucion de 1,40 mg de la misma en 1
ml de tampon Tris 0,1 M de pH 8,8 siendo conservada en tubos Eppendorf (60
ul) a -20 °C. Para la preparacion de la ARP, se disolvieron 0,22 mg en 100 ul
de tamp6n Tris 0,1 M de pH 8,8, conservandose al igual que antes en tubos

Eppendorf a -20 °C.

5.2.2. Instrumentacion y programas informaticos
La emision QL fue medida mediante un lumindémetro CL-1 de la casa comercial
Camspec (Camspec Ltd., Cambridge, R.U.) equipado con un moédulo externo
para medida QL con cubetas convencionales UV-Visible previamente descritas
en el capitulo anterior [30]. Este accesorio consiste en una caja metalica de for-
ma rectangular con un soporte portacubetas en su interior. El soporte para cube-
tas esta fabricado en hierro pintado de negro mate y va cerrado en la parte supe-
rior mediante una tapa metalica que al cerrar activa un interruptor que pone en

funcionamiento el fotomultiplicador (PMT) situado frente a la cubeta de medi-
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da. Este interruptor esta disefiado para prevenir la entrada de luz exterior cuando
el sistema esta abierto, asi a la hora de extraer la cubeta de medida, previniendo
la saturacion del PMT. La tapadera presenta un orificio central donde se situa un
tubo negro de PVC de 6 cm para introducir la muestra.

Para chequear el mddulo externo se utilizé un sistema de comprobaciéon basado
en un LED. El lumindémetro se conectd a un ordenador PC mediante una tarjeta
de integracion INT7 - 24 bit A/D para la adquisicion de quimioluminiscencia y
tratamiento de datos. La introduccion de la muestra en el luminémetro se realizo
mediante una jeringa convencional de diferentes volimenes con ayuda de un

sistema neumatico de doble actuacion, ya comentado previamente, disefiado por

nosotros para mejorar la repetibilidad y reproducibilidad de las medidas (Figura

5.3).

44 mm mm
Cubeta @ %

Sefial QL

Biosensor

Luminémetro Moéddulo externo

Figura 5.3 Configuracion del dispositivo para la determinacion de lactato.
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Entre otros aparatos y materiales de laboratorio encontramos un dispositivo de
recubrimiento por giro disefiado por nosotros para la preparacion de membranas
circulares [31], un pH-metro digital de la marca Crison con un electrodo combi-
nado de calomelanos saturado (Crison Instruments, Barcelona, Espaiia) y cube-
tas de vidrio (OS) y de cuarzo (QS) de la casa comercial Hellma (Hellma His-
pania, Badalona, Espana) (100-OS y 100-QS) de 1, 2, 5 y 10 mm de paso de

luz.

Los programas informaticos empleados para el tratamiento de datos fueron:
programa CSW32 suministrado por la casa DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Pra-
ga, Republica Checa), Statgraphics (Manugistics Inc. and Statistical Graphics
Corporation, 1992, EE.UU.), ver.4.0 (1993) y Microsoft Office 2003.

5.2.3. Preparacion de la membranay los biosensores
Las membranas sensibles a lactato se prepararon a partir de un coctel que con-
tenia todos los reactivos quimicos necesarios, coctel que se deposita sobre un
sustrato de poliéster utilizando la técnica de recubrimiento por giro. Para la
preparacion de este coctel se utilizo el siguiente procedimiento optimizado: a
3,50 mg de luminol se afiadieron 200 pl de NaOH 2-10> M en un vial de cristal
de 3 ml, el cual se introdujo en un bafio de ultrasonidos durante 15 minutos. A
continuacion, se afiadié al mismo vial 1.753 ul de tampoén Tris 0,1 M de pH 8,8
agitandose durante 1 minuto en un mezclador. Seguidamente, se adicionaron
1,68 mg de PLL, 9 pl de la peroxidasa ARP (15.500 IU-1") y 57 ul de LOx (710
IU-1"") agitandose un minuto después de cada adicion. Finalmente se afiadieron
28,6 ul de una disolucion conteniendo PSS 10 M, previamente sonicada duran-

te 5 minutos, y aluminio en polvo dispersado 2,96-10° M. El vial que contenia
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todos los reactivos se agita durante dos minutos almacenandose a continuacion

en el refrigerador a 4 °C hasta su uso.

Los biosensores de un solo uso para lactato se prepararon depositando 30 pl de
este coctel mediante una micropipeta sobre una lamina de poliéster trasparente y
limpia, de dimensiones 9,0 mm x 44 mm x 0,5 mm con ayuda del dispositivo de
giro ya citado rotando a 90 rpm [31] (Figura 5.4). Transcurrido un minuto, la
lamina de poliéster se retira del dispositivo de giro y se seca a temperatura am-
biente durante 4 horas guardandose en el refrigerador a 4 °C (Figura 5.5). El
area sensora del biosensor de un solo uso esta formada por una pelicula transpa-
rente circular de 9 mm de didmetro y con un espesor calculado de 6 um; el cual
fue calculado suponiendo que la membrana es cilindrica y considerando las

densidades de los compuestos quimicos empleados.

Figura 5.4 Preparacion de la tira reactiva con el dispositivo giratorio.
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Figura 5.5 Biosensores de un solo uso para la determinacion de lactato.

5.2.4. Procedimiento
<+ Patrones y muestras

Se toman con una jeringa de 1 ml disoluciones patron de lactato conteniendo
entre 5-10° y 4-10° M con el pH ajustado a 8,8 mediante tampon Tris de con-
centracion 0,1 M. El biosensor sensible a lactato se introduce en una cubeta de
vidrio de 5 mm de paso 6Optico, la cual se introduce en el portacubetas del modu-
lo externo del lumindmetro. Tras cerrar el dispositivo externo con su tapadera,
la muestra se inyecta en la cubeta a través del tubo de PVC por medio de la
jeringa actuada por un piston neumatico, midiendo la sefial generada en el tiem-

po sin discriminacion de longitudes de onda.

R

** Referencia
Como método de referencia se hizo uso del método enzimatico Boehringer-

Mannhein UV-Kit proporcionado por la casa comercial r-Bioharm AG (ATOM
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S.A., Barcelona, Espafia) [32] para la determinacion de lactato en alimentos y
otro tipo de muestras. La preparacion de la muestra consiste en mezclar 2 g de
yogur con 98 ml de agua con ayuda de una batidora eléctrica, filtrar y utilizar

0,10 ml del filtrado para el andlisis.

5.2.5. Tratamiento de las muestras de yogur
Para el tratamiento de las muestras de yogur, se pes6 una cantidad adecuada
(generalmente 2 g), la cual es mezclada y homogeneizada con 200 ml de agua,
filtrando los s6lidos a través de un filtro de papel (0,217 mm de espesor y 20-
25 pm de tamafo de poro) (Albet, Valencia, Espafia). A continuacion, se aplico

el método descrito previamente.

5.3. Resultados y discusién

5.3.1. Inmovilizacion de los reactivos de la quimica de reconocimiento
Este biosensor quimioluminiscente de un solo uso para lactato esta basado en la
oxidacion atmosférica de lactato catalizada por LOx y la subsiguiente reaccion
del peroxido de hidrégeno con luminol en medio bésico catalizada por peroxi-
dasa. El primer paso para su estudio consiste en preparar una membrana que
contenga todos los reactivos necesarios para hacer posible el reconocimiento de

lactato.

Para incluir estos reactivos en la membrana, probamos diferentes sistemas de
inmovilizacion, a saber: 1) atrapamiento utilizando hidrogeles de poliuretano D-
4 y D-6, PVA y triacetato de celulosa; y 2) cambio ionico utilizando una capa

compleja polidnica. Las sefiales relativas de QL obtenidas fueron muy diferen-
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tes: PVA (0,4 %), triacetato de celulosa (1,3 %), D-6 (0,1 %), D-4 (0,8 %), y
complejo polidnico (100 %). Los mejores resultados fueron obtenidos utilizan-
do la membrana formada por el complejo polidnico que se forma mediante re-
accion del polication lineal poli-L-Lisina (PLL), en presencia de la enzima
aniénica LOx, con el polianion lineal poli-4-estirensulfonato (PSS) [33] (Figura

5.6).

PSS

a et
GB LOX

(@) (b)

Figura 5.6 Tlustracion esquematica de: (a) una mezcla del polication (PLL) y la enzima
lactato oxidasa (LOx) y (b) la membrana final obtenida por la adicion del polianion
(PSS) a la mezcla. Diagrama realizado a partir de Mizutani y col. [33].

Inicialmente probamos dos tipos de configuraciones para la formacion de la
membrana: 1) Configuracion de dos membranas, con una membrana contenien-
do la quimica de reconocimiento para lactato -LOx— y la otra conteniendo la
transduccion QL —ARP y luminol—; y 2) una sola membrana conteniendo todos
los reactivos. Aunque ha sido descrito que la compartimentacion enzimatica
mejora el rendimiento del sensor [34], nosotros no hemos tenido éxito en la
preparacion de una configuracion de doble membrana utilizando el complejo
polidnico. Por consiguiente, elegimos la configuracion de una sola membrana

incluyendo en ella todos los reactivos.
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La peroxidasa seleccionada fue la Arthromyces ramosus (ARP) en lugar de la
habitual peroxidasa del rabano picante (HRP), debido a que es mas rapida la
catalisis [35] ya que la ARP enlaza luminol en sitios especificos de la molécula

[36] mejorando asi su actuacion.

En todos los casos, las membranas fueron preparadas a partir de disoluciones de
los polimeros y reactivos en un disolvente y fueron depositados sobre un sopor-
te mediante la técnica de recubrimiento por giro. Se ensayaron ademas distintos
tipos de soportes solidos en los que depositar la capa sensora al objeto de in-
crementar la sefial QL, tales como: poliésteres trasparentes incoloros y diferen-
tes poliésteres opacos coloreados asi como espejos plésticos metalizados. Sin
embargo, los resultados fueron muy similares en todos los casos, por lo que se

escogio la tira transparente de poliéster como soporte mas conveniente.

También observamos que la sefial producida por la membrana sensora utilizan-
do el complejo polidnico es dos veces mayor que la sefal producida por la
misma reaccion en disolucién utilizando los mismos reactivos a las mismas

concentraciones y con el mismo dispositivo experimental.

5.3.2. Optimizacion de la composicion del biosensor para lactato
Una vez que los materiales de membrana fueron seleccionados, estudiamos
diferentes factores relacionados con la preparacion de la membrana, incluyendo
la concentracion de reactivos quimicos y polimeros de membrana. Todos los
factores se estudiaron de forma univariante. En todos los casos, el pardmetro a
optimizar fue la sefial QL relativa, esto es, la sefial quimioluminiscente de lacta-

to (I;) restada la sefial de fondo QL (Iy) producida en ausencia de lactato.
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El primer factor a considerar cuando se prepararon las membranas fue el pH del
coctel usado. Como el pH de maxima actividad enzimatica para LOx (pH 7,5
[37]) y el necesario para ARP (pH 9,5 [38]) son bastante diferentes (Figura 5.7),
se opto por seleccionar un pH de compromiso de 8,8, teniendo en cuenta tanto
la actividad enzimatica como la estabilidad. La optimizacién del pH de trabajo
se vera posteriormente con mas detalle en el apartado dedicado a las condicio-
nes experimentales. Las concentraciones enzimaticas que se seleccionaron para
realizar los estudios iniciales de acuerdo con la bibliografia consultada fueron:

15.500 TU-1" de ARP [37] y 140 IU-I"' de LOx [39].
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Figura 5.7 Representacion de la actividad enzimatica de las enzimas LOx (¢) y ARP
(A) respecto al pH. Figura compuesta a partir de los datos suministrados por Kim y col.
[37] y Guy col. [38].

<+ Composicion de la capa formada por el complejo poliénico
La mezcla de PSS y PLL produce un precipitado blanco el cual forma una

membrana tras la evaporacion del disolvente. Para encontrar la mejor composi-
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cidn de la membrana se estudio la influencia de la razon molar PLL:PSS sobre

la sefial QL.

Figura 5.8 Membranas de lactato formadas con PLL y PSS.

Para la realizacion del estudio se prepararon dos disoluciones, una conteniendo
LOx, ARP, luminol junto con PLL y otra solo PSS, con el fin de preparar dife-
rentes membranas sobre soporte poliéster tipo Mylar mediante la mezcla de
diferentes volumenes de cada una de las disoluciones, deposicion de un volu-
men con el dispositivo de recubrimiento por giro y medida de la sefial quimio-
luminiscente producida tras la adicion de una disolucién de lactato de 4-10™ M.
Como puede verse en la Figura 5.9, la mejor relacion PLL/PSS corresponde a
un valor de 0,1. Esto puede ser debido: 1) a la carga eléctrica de la membrana;
asi, PLL deberia encontrarse en exceso para interaccionar electrostaticamente
con los reactivos anidnicos presentes -LOx, ARP y luminol-, y al mismo tiempo
originar una membrana cargada positivamente para permitir la permeacion de
lactato; y 2) al espesor de la membrana, el cual se incrementa al aumentar la

razén PLL/PSS ralentizando la entrada de lactato y, por consiguiente, disminu-
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yendo la sefial generada. El uso de relaciones PLL/PSS menores de 0,1 conduce

a membranas quebradizas y peores respuestas.
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Figura 5.9 Influencia de la relacion PLL/PSS sobre la QL generada (5 réplicas por
punto utilizando un nuevo sensor en cada medida).

Para estudiar la dependencia del grosor de la membrana (entre 5 y 100 um), se
prepararon sensores con la relacion optima encontrada PLL/PSS de 0,1 utilizan-
do diferentes concentraciones de estos. Se observd que cuando mas alta era la
concentracion de los polimeros, y por tanto mayor el espesor, menor resultaba la
sefial relativa de QL (Figura 5.10). Se seleccionaron para la preparacion de las
membranas sensoras disoluciones 1,33-10° M de PLL y 9,52:107 M de PSS
debido al incremento de la sefial (13 %) y de la velocidad de respuesta observa-
da (32 %) con respecto a los valores tomados al inicio de este estudio. A raiz de
los resultados que muestra la Figura 5.10 se podria pensar que al preparar mem-

branas con menores concentraciones de PLL y PSS se podrian originar sefiales



Biosensor quimioluminiscente de un solo uso para lactato 263

QL mas altas, sin embargo el empleo de concentraciones menores a las elegidas
origina membranas quebradizas que se disuelven al ponerse en contacto con el

problema.
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Figura 5.10 Influencia de la concentracion de PLL manteniendo constante la relacion
PLL/PSSen0,1.

¢ Influencia de LOx y ARP

Para optimizar la concentraciéon de ambos enzimas, se prepararon biosensores
de un solo uso utilizando una concentracién constante de ARP de 15.500 U1
[35] y modificando la concentracién de LOx entre 140 y 1.000 IU-1". A conti-
nuacion, y una vez optimizada la concentracion de LOx, se estudi6 la influen-
cia de ARP entre 1.500 y 110.000 TU-1".

Teniendo en consideracion las constantes K, de ambas enzimas (K, ARP: 7-10°
5 M [35], K LOx: 9,3-10° M [38]) y la concentracién de ambos enzimas

([ARP]>[LOx]), se confirma, considerando la ecuacion de Michaelis Menten,
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que LOx es el factor limitante, dando lugar con ello a un biosensor mas sensible

a lactato. La Figura 5.11 muestra los resultados obtenidos para ambos enzimas.
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Figura 5.11 Efecto de la contribucion enzimatica a la sefial QL relativa. Leyenda: ¢
para LOx y m para ARP.

La quimioluminiscencia se incrementa con la concentracion de LOx hasta 710
IU-I"", manteniéndose aproximadamente a continuacién debido a que hay un
exceso de enzima respecto a substrato. Para el caso de ARP, también se observa
un maximo de QL pero éste decae mas intensamente como consecuencia de la
contribucion de la sefial del blanco, el cual se incrementa con la concentracion
de ARP, decreciendo la senal QL relativa, a causa de la reaccion entre luminol y
ARP [40]. La carga enzimatica 6ptima en la membrana elegida corresponde a
0,021 IU de LOx y 0,46 IU para ARP.

R/

% Dependencia del luminol
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La sefial QL relativa se incrementa con la concentracion de luminol hasta 107
M, decreciendo suavemente después (Figura 5.12). Este decrecimiento a con-
centraciones mayores de luminol ha sido descrito para disolucién [37,41] y jus-
tificado por Misra y col. [42] como debido a una acumulacion de productos o a
dismutacion de productos intermedios de la reaccidon mas que a un agotamiento

de reactivos.
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Figura 5.12 Optimizacion de la concentracion de luminol en la membrana.

# La funcion del aluminio

La incorporacion de aluminio metalico en polvo dentro de la membrana incre-
menta la sefial QL relativa. Asi, el uso de pequefias cantidades de aluminio en la
membrana induce a un incremento de la sefial QL en mas de dos o6rdenes de
magnitud y reduce los errores experimentales sin aumentar las sefiales del blan-
co. Para optimizar el contenido de Al se prepararon diferentes biosensores con-

teniendo particulas de Al dispersadas (con un diametro < 75 pm) en concentra-
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ciones nominales entre 5,9-10° M hasta 4,7-10* M. Se observa un incremento
de la sefial QL con la concentracion de aluminio hasta que ésta alcanza un valor
de 1,2:10* M (Figura 5.13), disminuyendo a continuacion. Esta concentracion
de Al en la membrana fue la usada en posteriores experiencias, lo que significa

una molalidad de 1,82-10° m en la membrana sensora seca.
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Figura 5.13 Optimizacion de la concentracion de Al en la membrana.

A concentraciones de Al mayores que 1,2-10* M, la emisién QL disminuye. En
orden a aclarar este hecho se incluye la Figura 5.14, la cual muestra solo la emi-
sion QL a altas concentraciones de aluminio y en la que los blancos no se repre-
sentan aunque decrecen de la misma manera que lo hacen las senales de lactato.
Es facil comprobar que hay un cambio en el patron de emision junto con un
progresivo decrecimiento de la emision quimioluminiscente (Figura 5.14. cur-
vas “a” hasta “e”) sugiriendo una contribucion cada vez mayor de una de las

tres reacciones que tienen lugar en el medio (conversion de lactato a piruvato
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mediante LOx; reaccion luminol-ARP-H,0, y reacciéon luminol-Al-H,0,). La
reaccion que se intensifica es la reaccion lenta luminol-Al-H,O,, como describe
Kulmala [43], la cual se explicara con mayor detalle mas adelante, en el aparta-

do dedicado al mecanismo QL.
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Figura 5.14 Efecto de la concentracion de aluminio en la membrana sobre la emision
QL a pH 8,8.a) 1,2:10* M Al; b) 10° M Al; ¢) 102 M Al; d) 10" M Al; e) membrana
preparada en un soporte de Al. Obsérvese el cambio de comportamiento de las curvas
“a’ﬂ hasta ‘Ce’7.

¢+ Preparacion del biosensor
La composicion de la membrana sensora discutida anteriormente se estudiod
preparando biosensores con 20 pl de coctel con el sistema de recubrimiento por
giro. El empleo de diferentes volimenes del coctel optimizado (10 a 40 pl) im-
plica un incremento de la sefial QL de un 23 %, ademas de la mejora de la pre-
cision ya que la desviacion estandar relativa (DER) para 10 pl (12,4 %) es ma-

yor que para un volumen de 30 ul (3,0 %) (Figura 5.15), lo que implica que la
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DER se reduce en un 75 %. Asi, se selecciono un volumen de 30 pl para la pre-
paracion de membranas porque el uso de volumenes superiores excedia el ta-

mafio del soporte plastico utilizado produciendo un derramamiento del liquido.
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Figura 5.15 Optimizacion del volumen de céctel depositado.

5.3.3. Optimizacion de las condiciones experimentales.
El estudio del pH (Figura 5.16.(a)) muestra un maximo de emision quimiolumi-
niscente a 9,5 trabajando a una concentracion constante de lactato de 10 M.
Sin embargo, la variacion de la sefial QL relativa con la concentracion de lactato
es muy pequefia a este pH reduciendo la discriminacion entre distintas concen-
traciones de lactato. Ademas, la DER a este pH es demasiado alta (25%). El uso
de pH mas bajos genera menor emision quimioluminiscente pero una mayor
sensibilidad para lactato. Si tenemos en cuenta la contribucion de la desviacion

estandar de la sefial QL (ver las barras de error de la Figura 5.16.(a)) y represen-



Biosensor quimioluminiscente de un solo uso para lactato 269

tamos la relacion sefial/ruido (S/R) frente al pH, obtenemos un maximo a pH
8,8 (experiencia realizada con tampdn Tris). Por ello, se selecciond este pH
como Optimo considerando tanto la sensibilidad a lactato como la relacion se-

fal/ruido (S/R), como puede apreciarse en la Figura 5.16.(b).
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Figura 5.16 Optimizacion del pH. a) Variacién de QL con el pH; b) Variacion de la
relacion sefial/ruido con el pH.

La explicacion de la alta emision observada a pH 9,5 tiene que ver con la eleva-
da actividad enzimatica que presenta la ARP a este pH [28,44]. Ademas, a este
pH la produccion de H,O, catalizada por LOx es muy baja y, por tanto hay es-
casa discriminacion entre concentraciones de lactato, pero la eficiencia de la
reaccion entre luminol-ARP es muy alta por las contribuciones de ambos com-

ponentes, cuya reactividad aumenta con el pH hasta pH 11 [37].

La dependencia de la concentracion del tampon Tris en la membrana se estudio

entre valores de 10* M a 0,1 M, mostrando un decrecimiento de la sefial QL

11
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relativa junto con un empeoramiento en la precision cuando la concentracion
del tampon se incrementaba. Este decrecimiento ha sido descrito por Shakarov
[45] trabajando con peroxidasas como ARP o HRP en disolucion. Como solu-
cion de compromiso para lograr alta sefial y precision, elegimos como optima
una concentracion de 10> M del tampoén Tris. Analogamente, el mismo efecto
es observado cuando aumenta la concentracion de sales, como es el NaCl, de
10* a 0,1 M. Ambos comportamientos pueden ser explicados por el efecto de la
presion osmdtica; esto es, a una alta concentracion de sales en la disolucion
problema, se reduce la entrada de lactato en la membrana polionica, generando

una débil emision QL.

Para estudiar la influencia del volumen de muestra, se utilizaron cuatro cubetas
opticas (1, 2, 5 y 10 mm) con la membrana del biosensor situada en la cara mas
alejada del fotomultiplicador. Para ello, se inyectaron diferentes volumenes de
muestra, en concreto 0,3, 0,7, 1,0 y 2,0 ml, de forma que en todos los casos el
biosensor fuera cubierto por la disolucion. La sefial QL relativa aumenta hasta
un volumen de 1 ml, permaneciendo constante a mayores volimenes ya que el
incremento de distancia entre la membrana y el PMT a mayores cubetas com-
pensa el efecto. Asi, se seleccion6 una cubeta de 5 mm de paso de luz para el
resto del estudio. En todos los casos y para incrementar la precision de la inyec-
cion de la muestra mediante una jeringa convencional, se incorpor6 un sistema

automatico operado neumaticamente (2 bar) [30].

La reutilizacién de la misma membrana con una nueva disolucion de lactato dio
lugar a lecturas QL decrecientes en un 25 % para cada nueva medicion. Por esta

razon, el biosensor solamente es apropiado para utilizarlo una sola vez.
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Figura 5.17 Registros QL para el biosensor de lactato correspondientes a una sefial de
blanco (a) y una seiial de lactato (b).

5.3.4. Caracteristicas de la sefial qguimioluminiscente
La inyeccion de una disolucion blanco conteniendo solamente tampon Tris a pH
8,8 en una cubeta que alberga el biosensor de un solo uso, genera una emision
QL inicial (< 5 segundos) que decrece con el tiempo hasta llegar a desaparecer
(Figura 5.17.a). En el caso de una disolucién que contenga lactato, la sefal ini-
cial es mas intensa, aunque tiene menor precision, y se mantiene durante unos

30 segundos decreciendo a continuacion mas lentamente (Figura 5.17.b).

Al objeto de obtener la mejor sefial QL relativa, que es la sefial QL de lactato
(I;) menos la sefial QL de fondo producida en ausencia de analito (Iy) (blanco),

se estudio la evolucion de estas sefiales con el tiempo en presencia y ausencia de
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lactato mostrando un maximo a 30 segundos, aunque una adquisicién a 2 minu-

tos mejoraba la precision.

5.3.5. Mecanismo Quimioluminiscente
La deteccion de lactato mediante la reaccion quimioluminiscente del luminol

consiste principalmente en dos reacciones:

1) La primera es la reaccion de reconocimiento. El lactato en presencia de oxi-
geno y de la enzima lactato oxidasa (LOx) genera piruvato y peroxido de hidro-

geno (Figura 5.18):

HO m o o
LOx
) + 02 —_— + H202 (CC. 1)
; tO B}

O

Lactato Piruvato

Figura 5.18 Reaccion de reconocimiento de lactato.

2) Reaccion de transduccion. En medio basico, el H,O, reacciona con luminol

produciendo una emision quimioluminiscente (Figura 5.19):
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NH, o/\ NH, OH
NH cat
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.O OH \ NH2 O
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Figura 5.19 Reaccion quimioluminiscente del luminol con H,O,.

En esta reaccion se pueden utilizar catalizadores metalicos. Sin embargo, el uso
de peroxidasas, como la ARP, cataliza la oxidacién de luminol a través de un
mecanismo de tres pasos [37] que concluye con la formacion del dianion 3-
aminoftalato excitado el cual finalmente produce quimioluminiscencia al rela-
jarse, incrementando la emision de luz [47]. Este mecanismo consiste en que el
H,0, reacciona en primer lugar con la peroxidasa dando lugar a la formacion de
varios compuestos intermediarios denominados compuesto I y compuesto II, los
cuales generan luminol radicalario (Figura 5.20). Este luminol radicalario for-
mado reacciona entre si con otros radicales del luminol dando lugar al derivado
diazoquinona que junto con H,O, genera la emision quimioluminiscente (Figura

5.21).
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H,0, + ARP —_— Compuesto |
NH, O NH, O
Compuesto | + EH — Compuesto Il + EH . )
O (@]
NH, O NH, O
Compuesto Il 4 EH — ARP + El_'
(0] (0]

Figura 5.20 Reaccion quimioluminiscente del luminol con H,O, mediante catalisis de
la peroxidasa ARP.
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Diazoquinona 3-aminoftalato

Figura 5.21 Reaccion radicalaria del luminol con peroxido de hidrogeno.

Por lo tanto, cuando la membrana para lactato conteniendo luminol, LOx y ARP

se pone en contacto con un tampon a pH 8,8, se observa una emision QL inicial
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que decae a una sefial de estado estacionario (Figura 5.22.c). Este blanco es
debido a la reaccion del luminol con ARP que en presencia de trazas de oxidan-
tes tales como el compuesto I de la ARP y/o perdxidos del luminol [40,46] ge-

neran la emision quimioluminiscente.

La introduccion de lactato en la membrana provoca la oxidacion de lactato a
piruvato por el oxigeno, reaccion catalizada por LOx que produce H,0,, el cual

reacciona lentamente con luminol originando intensa emision QL (Figura

5.22.d).
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Figura 5.22 Efecto de la composicion de la membrana en la emision QL; a) membrana
de Al con luminol afiadiendo tampdn; b) membrana de Al y luminol afiadiendo lactato;
¢) membrana de ARP y luminol afiadiendo tampon; d) membrana de ARP y luminol
afladiendo lactato; ¢) membrana de ARP, luminol y Al afiadiendo tampon; f) membrana
de ARP, luminol y Al afiadiendo lactato. Todas las membranas incluyen 710 TU-1" de
LOx. En todos los casos las concentraciones fueron: Al 1,2- 10* M; ARP 15.500 TU-1';
luminol 10~ M y lactato 6-10™* M.
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La inclusion de aluminio metalico en polvo en la membrana sensora mejora la
senal QL relativa [48]. En presencia de ARP y aluminio metalico ocurre una
rapida emision QL que se mantiene en el tiempo (Figura 5.22 f) al adicionar
lactato. Este crecimiento de la emision QL por Al podria estar relacionado con
un mas eficiente rendimiento de la ARP a través del reactivo intermediario
(compuesto I) producido por radicales generados a partir del HO, por Al. La
Figura 5.22.e muestra el efecto del aluminio en el blanco. La introduccion de
aluminio en el interior de la membrana no incrementa la sefial de blanco porque
este solo reacciona en presencia de H,0,, confirmando asi la funcioén del mis-

mo.

En ausencia de ARP pero en presencia de Al, la emision QL del blanco no se
observa a pH 8,8 [43] (Figura 5.22.a); incluso con el H,O, formado por LOx a
expensas del lactato, solo se observa una débil emision que no se puede compa-

rar con la quimioluminiscencia en presencia de ARP (Figura 5.22.b).

5.3.6. Parametros analiticos
La funcioén analitica fue obtenida por medio de una calibracion obtenida con 5
patrones y 5 réplicas de cada uno entre 5-107 y 4-10~ M utilizando 30 segundos
y 2 minutos (Figura 5.23, curvas g y h) como medida a tiempo fijo para la ad-
quisicion de sefiales QL. La dependencia observada entre la sefial QL relativa y
la concentracion de lactato es en ambos casos (30 segundos y 2 minutos) una
curva logaritmica que se linealizé aplicando logaritmos: I = A-log[lactato] + b.
La sensibilidad se incrementa en un factor de 2,5 cuando se utiliza un tiempo de

adquisicion de 30 s (Tabla 5.1).
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Figura 5.23 Calibracion del biosensor para lactato. Las curvas indican: a) blanco; b)
210 M; ¢) 6:10* M; d) 8- 10* M; e) 10 M; f) 2:10° M de lactato. La recta g indica la
linealizacion obtenida a los 2 minutos y la recta h a los 30 segundos.

La funcion analitica obtenida no es muy comun para sensores de lactato. Gene-
ralmente se ha descrito una funcién analitica lineal tanto en procedimientos FIA
como SIA [18,49,50] y para sensores de fibra optica con enzimas inmovilizados

se obtiene una dependencia doblemente logaritmica [34,51].

Como la funciéon de calibrado es logaritmica, los limites de deteccion se obtu-
vieron utilizando el criterio estandar [52] LD =y, + 3s,,, donde y, es la media de
la sefial del blanco y s, es la desviacion estandar del blanco, el cual fue determi-
nado mediante la medida de diez blancos (DER 5,0 %). Los limites de deteccién

encontrados fueron 9,2:10° y 3,5-10° M para un tiempo de adquisicion a 2



278 Capitulo 5

minutos y 30 segundos, respectivamente, valores diferentes debido a los dife-

rentes valores de precision obtenidos en ambos casos.

Tabla 5.1 Parametros analiticos para el biosensor de lactato.
Valores Valores

Parametros

t=30s t=2 min.

Rango lineal, M 5:10°-4-10° | 5-10°—4-107
Ordenada 953,1 320,1
Pendiente 1683 65,4
R 0,971 0,998
LD, M 3,5:107 9,2:10°
DER (%) blanco 10,4 5,0
DER (%) lactato” 12,3 55
8-10° M

La desviacion estandar relativa (DER) de la repetibilidad, obtenida utilizando
biosensores de un solo uso a diferentes concentraciones de lactato, fue en torno
al 3-8 % a 2 minutos y 10-15 % a 30 segundos. Teniendo en cuenta los valores
de precision, se prefirido emplear 2 minutos como tiempo de adquisicion para el

biosensor de lactato.

El tiempo de vida del biosensor, resguardado de la luz y protegido a 4 °C, se
estudio usando una serie de biosensores y registrando su respuesta a una con-
centracion de analito de 4-10™ M. El tiempo de vida obtenido fue de alrededor
de un mes (Figura 5.24), siendo este un valor aceptable para este tipo de senso-
res y que coincide con el periodo de estabilidad de biosensores amperométricos
de lactato estudiados por Mizutani y col. los cuales estan basados en la inmovi-

lizacién de la enzima LOx con la misma membrana polidnica utilizada en este
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capitulo [33]. El coste del biosensor considerando solamente los reactivos y el

soporte es en torno a los 0,06 € la unidad.

40

30

20 A

10

Senal QL relativa / m\

0 T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50
dias

Figura 5.24 Tiempo de vida para el biosensor de lactato.

La Tabla 5.2 muestra un estudio comparativo entre el biosensor de lactato y

diferentes sensores de lactato descritos en bibliografia.



280

Capitulo 5

Tabla 5.2 Comparacion de las caracteristicas de biosensores de lactato.

LD Precision .
Sensor Aplicacion
(M) (%)
QL FIA 10*-1,5-10° | 1,2:10° 1,9 Yogur [39]
Electrodo Am- 1 5 154 13 10 2,0 Suero y leche [33]
perométrico
QL FlA fibra 210°-2.5-102 | 4-10° 17 Productos [34]
Optica ’ ’ lacteos
Electrodo ampe- Productos
romeétrico seri- 10°-5-10* | 5-107 2,5 lacteos y ana- [6]
grafiado lisis clinico
Biosensor QL 6 1n3 T Plasma y
FIA 10°-10 210 1,3 loche [53]
Electrodo ampe-
rométrico seri- | 7,5-10°-107 | 5-10° 7,5 Vino [9]
grafiado
Electrodo de O, . 8.6:10° 5 Productos [54]
enzimatico lacteos y suero
FIA Amperomé- s R 6 Product
. S 1100 10 10 roductos [55]
trico 107 -1,8-10 lacteos
FIAQL 107 -10° 8-10°8 0,24 Alimentos y [15]
bebidas
Biosensor QL 1075 _ 4107 1076 55 Esta.
un solo uso 5-10 4-10 9,210 Yogur Memoria
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5.3.7. Aplicaciones
La viabilidad del biosensor descrito fue probada analizando lactato en diferentes
muestras de yogur. Las sustancias coexistentes en este tipo de muestras que
pudieran ser posibles interferentes son acido acético, acido citrico, acido ascor-
bico, acido urico y glucosa. La concentracion de estos compuestos en las mues-
tras diluidas (1/100) de yogur son aproximadamente: 5-10° M de glucosa;
2,510 M de acido ascorbico; 1,5-10° M para el resto de acidos. Se ha com-
probado que ninguno de ellos interfiere en la respuesta QL a una concentracion
de lactato 10™* M. La selectividad de la reaccion enzimatica junto con la permse-

lectividad de la capa compleja polidnica justifica estos resultados.

El tinico tratamiento necesario consistié en una dilucion con tampoén Tris con lo
que se obtiene una disolucion blanca que se filtra a través de un filtro de papel
Albet convencional de 20-25 pm de tamafio de poro para separar proteinas. Un
pequeiio volumen de esta disolucion filtrada transparente, unos 2 ml, es lo nece-
sario para realizar el analisis. Este simple tratamiento es posible considerando la
caracteristicas permselectivas de la membrana polionica, que tiene un corte de
pesos moleculares de 10° D [33]. Los datos de la Tabla 5.3 muestran que el
contenido en lactato obtenido utilizando el biosensor propuesto esta en concor-
dancia con los datos obtenidos con el método de referencia espectrofotométrico
(kit Boehringer-Mannheim). Las recuperaciones obtenidas por adiciones de

lactato a cada muestra de yogur se encontraron entre el 95 y el 105 %.
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Tabla 5.3 Determinacion de lactato en yogur.

Yogur QL E(S;?Et;nsor Ref(zl;el_r)]cia P'(({,:/'[)';/Ia ((|)3/;)
1 0,77+0,05 0,79+0,03 96,8 22,1
2 0,81+0,05 0,82+0,01 99,8 97,6
3 0,7940,04 0,7840,04 102,8 80,8

#P.C.M.: porcentaje de comparacioén de métodos.

5.4. Conclusiones

Se ha desarrollado un biosensor quimioluminiscente de un sélo uso para lactato
utilizando un sistema de reconocimiento enzimatico basado en LOx y un siste-
ma de transduccion basado en luminol, ARP y aluminio metalico, todo ello
inmovilizado en un soporte plastico mediante una membrana compleja polioni-
ca preparada a partir de PLL y PSS. Esta membrana permselectiva es adecuada
para la preparacion de membranas desechables transparentes para preparar bio-
sensores de lactato de un solo uso presentando caracteristicas tales como buena
selectividad y respuesta rapida. El biosensor de un solo uso descrito hace posi-
ble la monitorizacion de lactato en multiples situaciones practicas. Se ha aplica-
do al control de lactato en yogur, con las ventajas de reducir la contaminacion
por uso de reactivos en disolucion, una reduccion del coste y de gasto de reacti-
vos, especialmente luminol el cual no es normalmente inmovilizado en los sen-
sores quimioluminiscentes. Respeta al medio ambiente y tiene un tiempo de
vida estimado de al menos un mes si se protege de la luz en condiciones norma-
les. Los inconvenientes estan asociados a la precision, entre un 5 y 12 % depen-
diendo del tiempo de adquisicion utilizado, y que podria mejorarse empleando

sistemas de produccidon en masa, con lo que se podrian recortar costes.
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DESARROLLO DE UN BIOSENSOR ELECTRO-
QUIMIOLUMINISCENTE DESECHABLE PARA
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““Si no se cometen errores es que no se trabaja con problemas lo suficientemen-
te dificiles, y ése es un gran error.”

A

Frank Wilczek (1951-....)
Premio Nobel de Fisica en 2004

“Quien nunca ha cometido un error nunca ha probado algo nuevo”

Albert Einstein (1879-1955)
Premio Nobel de Fisica en 1921

“Un experto es aquel que ya ha cometido todos los errores posibles en una
materia muy concreta”

Niels Henrik David Bohr (1885-1962)
Premio Nobel de Fisica en 1922
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CAPITULO 6: DESARROLLO DE UN BIOSENSOR ELECTROQUI-
MIOLUMINISCENTE DESECHABLE PARA LA DETERMINACION DE
LACTATO EN SALIVA

6.1. Introduccion

El desarrollo de técnicas de determinacion no invasivas para la medida de meta-
bolitos en matrices distintas de la sangre resulta de gran interés en el campo
analitico, particularmente para personas que necesitan controlar frecuentemente
parametros tales como la glucemia o el lactato, y especialmente para aquellas

personas que tienen problemas a la hora de realizar una extraccion sanguinea

[].

El acido lactico es producido por el metabolismo anaerobico de la glucosa para
producir energia a través de moléculas de ATP. El descenso del pH de la sangre
debido a la presencia de acido lactico puede deteriorar los musculos, razén por
la cual los niveles de lactato deben ser monitorizados en pacientes que estén en
cuidados intensivos, primordialmente para prevenir ataques al corazon. El anali-
sis de lactato también es utilizado para el control de la diabetes, analisis de ali-
mentos y la medicina deportiva para ayudar a los atletas a mejorar su entrena-
miento. La determinacion de lactato generalmente es llevada a cabo mediante
técnicas invasivas utilizando la sangre como la muestra a analizar. De las dife-
rentes matrices que se pueden analizar de forma no invasiva, la saliva resulta
interesante debido a su alta correlacion con respecto al lactato sanguineo. Gene-
ralmente existe una relacion 1:4 saliva/sangre [2], siendo la concentracion de

lactato en la saliva humana de alrededor de 2-10™* M [1].
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7%

Figura 6.1 Acido L(+)-lactico.

La estimacion de los niveles de lactato en sangre se llevan a cabo utilizando
diferentes tipos de monitores, desde portatiles [3] a pequefios instrumentos de
sobremesa o grandes instrumentaciones utilizando una variedad de métodos
distintos, incluyendo los enzimaticos y los basados en biosensores que emplean
lactato oxidasa o lactato deshidrogenasa, ambas inmovilizadas, y técnicas elec-

troquimicas y espectrofotométricas [4,5].

Se han desarrollado distintos sensores para lactato durante las tltimas dos déca-
das, la mayoria amperométricos, los cuales se basan en el cambio en concentra-
cioén de un reactivo o producto con caracter redox a través de alguna reaccion
enzimatica especifica. Se han descrito diferentes biosensores enzimaticos para
lactato especialmente los basados en el citocromo b2, lactato monooxigenasa y
lactato oxidasa inmovilizadas en diferentes tipos de polimeros convencionales
[6], polimeros conductores [7] o nanomateriales [8]. También se han descrito
para lactato diferentes tipos de sensores desechables amperométricos serigrafia-
dos y alguno de ellos estin actualmente en el mercado, especialmente en el

mercado de preparacion fisica (fitness) y en la sanidad [9] (Figura 6.2).
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Figura 6.2 Detectores amperométricos portatiles de lactato para fitness.

La quimioluminiscencia (QL), técnica que se caracteriza por ser versatil, practi-
ca y con bajos limites de deteccion, como se ha discutido en la Introduccion de
esta Memoria, ha sido utilizada para el sensado de lactato a través de esquemas
enzimaticos, principalmente los lactato oxidasa/peroxidasa/luminol [10] y lacta-
to deshidrogenasa/NADH/enzimas bioluminiscentes [11], ambas llevadas a
cabo en diferentes tipos de formato de flujo [12,13] o fibra 6ptica [10]. No obs-
tante, la determinacion quimioluminiscente ha sido escasamente utilizada en
sensores desechables a pesar de sus ventajas en la sensibilidad y sencilla ins-
trumentacion requerida, debido a la necesidad de inmovilizar todos los reactivos
precisos y de controlar el tiempo tras el contacto con la muestra que desencade-
na la emision quimioluminiscente.

La quimioluminiscencia también se ha utilizado en diferentes tipos de sensores
enzimaticos e inmunologicos de formato desechable utilizando como detectores
luminémetros de sobremesa [14] o portatiles [15] o diferentes tipos de peliculas
fotograficas [16], analizando con ellos analitos tanto organicos como inorgani-

cos [17].
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La electroquimioluminiscencia (EQL), luminiscencia producida por la relaja-
cion de moléculas excitadas provenientes de una reaccion iniciada electroqui-
micamente, es una técnica muy conveniente ya que combina la sensibilidad de
las reacciones que emiten radiacion con un control muy sencillo de la reaccion.
Por esta razon la EQL ha sido utilizada para la deteccion en sistemas cromato-
graficos, electroforéticos y en sensores, principalmente en inyeccion en formato
de flujo y fibra dptica [18] pero escasamente en formato desechable. Blum y
col. [19,20] han descrito un biosensor multiparamétrico serigrafiado, incluyendo
entre otros al lactato como analito, basandose en una deteccion EQL a través de
peroxido de hidrogeno generado enzimaticamente, biosensor que podria ser
considerado como una interesante aproximacion a un dispositivo desechable. La
inmovilizaciéon de peroxidasas en un fotopolimero que incluye un cambiador
anionico conteniendo luminol hace posible capturar espacialmente sefiales EQL

utilizando una camara CCD.

El objetivos de este capitulo es el desarrollo de un biosensor desechable electro-
quimioluminiscente (EQL) basado en la generacion de peroxido de hidrégeno
por la enzima lactato oxidasa y su subsiguiente reaccidon con luminol oxidado
electroquimicamente, a través de una celda electroquimica serigrafiada comer-
cial, con los reactivos inmovilizados en una membrana de Methocel situada en
el electrodo de trabajo y con fotomultiplicadores convencionales como sistema
de deteccion. Ademas, estamos interesados en su aplicacion para la determina-
cion de lactato en saliva como ejemplo de una matriz no invasiva para monitori-

zar este metabolito.
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6.2. Experimental
6.2.1. Productos quimicos y materiales

La disolucién madre de L-(+)-Lactato 10 mol-I"', fue preparada a partir de su
sal de litio del 97 % por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Espafia)
a pH 9,0 mediante tampon fosfato de concentracion 0,2 M. Disoluciones de
menores concentraciones se prepararon mediante dilucion. Como disoluciones
amortiguadoras de pH se emplearon el tampon Tris (con Trizma base al 99 %)
de concentracion 0,5 M y el tampodn fosfato (Na,HPO,) 0,5 M ajustados a dife-
rentes valores de pH mediante la adicion de NaOH o HCI. Otros reactivos utili-
zados han sido: NaCl, CaCl,, KCl, KSCN, NH,ClI, acido citrico, Grico, ascorbi-
co y el derivado de la celulosa, carboximetilcelulosa sodica (CMC), siendo to-

dos ellos suministrados por la empresa Sigma.

La reaccion EQL fue llevada a cabo mediante los siguientes reactivos: luminol
(5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona) de concentracién 10” M, lactato oxi-
dasa (LOx) de 39 IU-mg"' de la especie Pediococcus y albtimina de suero bovi-
no en polvo al 96 % (BSA), también facilitados por Sigma. Para la preparacion
de membranas utilizamos cloruro de polivinilo, glutaraldehido (de grado I al 25
% p/v en agua), triacetato de celulosa (TAC), bromhidrato de poli-L-lisina (de
masa molar 84.000 g-mol™) y poli (sodio 4-estirensulfonato) (70.000 g-mol™) al
30 % en peso, suministrados por Sigma y Methocel® 90HG (hidroxipropilmetil
celulosa) adquirido de Fluka. Otros reactivos adicionales fueron el disolvente
tetrahidrofurano (THF); el plastificante o-nitrofenil octil éter (NPOE) y la sal de
amonio cuaternario Aliquat 336, también de Sigma todos ellos. Todos los com-

puestos quimicos utilizados fueron de calidad analitica. El agua utilizada duran-
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te el estudio fue de calidad ultrapura y fue obtenida a partir de 6smosis inversa

con el equipo Milli-Q Plus185 (Millipore, Molsheim, Francia).

R

% Preparacion de la enzima
La LOx fue preparada disolviendo 1,40 mg en 1 ml de tampon fosfato pH 7,0 de
concentracion 0,1 M y conservada a —20 °C alicuotada en tubos Eppendorf de

60 pl.

<+ Preparacion de saliva artificial
La saliva artificial fue preparada por mezcla de los siguientes productos quimi-
cos en las concentraciones sefialadas: 5 mM de NaCl, 1 mM de CaCl,, 15 mM
de KCI, 1 mM de acido citrico, 5 mM de acido urico, 1 mM de acido ascorbico,
0,2 mM de lactato, 1,1 mM de KSCN, 4 mM de NH,Cly 10 g'l'l de carboxime-
tilcelulosa sddica (CMC), todos ellos disueltos en agua [21,22].

6.2.2. Instrumentacién y programas informaticos
La emision EQL fue medida utilizando un fotomultiplicador (PMT) modelo
H8529, conectado mediante un puerto USB a la unidad C8855 foto-contadora,
ambos de Hamamatsu Technologies (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Ja-
pon). El potenciostato utilizado fue el modelo PS-PC1 Palmsens de Ivium
Technologies (Eindhoven, Holanda) junto con un conector para los electrodos
serigrafiados. Para la realizacion de las medidas EQL, hemos disefiado dos pie-
zas de poliestireno de color negro que se pueden encajar, una que alberga el
fotomultiplicador y la otra para situar el electrodo serigrafiado lo mas cerca

posible del detector. Este dispositivo se introduce en una caja negra con orifi-
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cios oscurecidos para el cableado que se conecta con el ordenador y el poten-
ciostato. En la Figura 6.3 podemos ver como estan distribuidos los diferentes

elementos.

Potenciostato l ‘

Conector con la celda
electroquimica serigra-
fiada

Ordenador

Dispositivo de dos piezas

Figura 6.3 Configuracion de la disposicion instrumental empleada para la determina-
cion de lactato.

Ademas, se hace uso de un pH-metro digital Crison (Crison Instruments, Barce-
lona, Espafia) con un electrodo de calomelanos saturado y de una camara ter-
mostatica hecha a medida para poder controlar la temperatura -20 °C a 80 °C en
la que se han llevado a cabo los experimentos a temperatura controlada. Los
programas informaticos empleados fueron: programa CSW32 de la casa DataA-

pex Ltd. version 1.2.5 (2001) (Praga, Reptblica Checa) usado para la adquisi-
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cioén y manipulacion de los registros luminiscentes; el programa de control del
fotomultiplicador realizado en Labview por la casa Hamamatsu (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japoén); el programa Palmsens-PC para controlar el
potenciostato (Palmsens Instruments BV, Holanda) y el programa estadistico
para tratamiento de datos Statgraphics (Manugistics Inc. and Statistical Grap-

hics Corporation, USA), ver. 5.0 (2000).

6.2.3. Celdas electroquimicas serigrafiadas
Las celdas electroquimicas serigrafiadas fueron suministradas por Palmsens
Instruments BV. Estas celdas consisten en un electrodo de trabajo de forma
circular hecho de grafito, un electrodo auxiliar también de grafito y un pseudo-
electrodo de referencia de plata/cloruro de plata. Estos electrodos se serigrafian
sobre un soporte plastico de 10 mm x 40 mm x 0,5 mm. Antes de ser usadas las
celdas electroquimicas se comprueban mediante un test para seleccionar las que
muestran un comportamiento uniforme. Ademas se dispuso en la zona sensora
de las celdas electroquimicas serigrafiadas un pequefio receptaculo circular de
unos 8 mm de diametro para poder depositar el volumen de muestra requerido.
Esto es llevado a cabo adhiriendo sobre el propio electrodo de trabajo capas
sucesivas de un pléstico blanco adhesivo con un orificio central de 8 mm hasta
alcanzar 1 mm de espesor. En la Figura 6.4 podemos observar una celda serigra-
fiada comercial y una celda ya preparada con el receptaculo adherido para depo-

sitar volimenes.
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trabajo
referencia auxiliar

Figura 6.4 Celda serigrafiada con el receptaculo dispuesto sobre ella y los distintos
electrodos.

6.2.4. Preparacion del biosensor desechable
Las membranas sensibles a lactato se hicieron utilizando un céctel preparado en
un vial de cristal de 3 ml de capacidad que contenia 0,51 mg de luminol, 2,5 mg
de BSA, 12,5 mg de Methocel, 50 ul de LOx de 12,5 [U-ml" y 200 pl de tam-
pon fosfato de pH 8,5. El coctel se agita y se sonica en un bafio de ultrasonidos
durante 10 minutos para posteriormente guardarse en el refrigerador a una tem-

peratura de 4 °C.

Seguidamente, los biosensores desechables se preparan depositando 5 ul del
coctel anteriormente preparado sobre el electrodo de trabajo de la celda electro-
quimica. Tras su deposicion, se dejan secar a temperatura ambiente durante una

hora y se almacenan en el refrigerador a 4 °C hasta su uso (Figura 6.5).
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Figura 6.5 Preparacion de Biosensores ECL de un solo uso para la determinacion de
lactato.

6.2.5. Procedimientos

% Patrones
Las disoluciones patrén de lactato conteniendo entre 10° y 5-10™* M se prepara-
ron en tampon de trabajo, que consiste en tampdén fosfato 0,2 M a pH 9,0 y
NaCl 0,25 M.
Se depositan 50 pl de la disolucion en el receptaculo de la celda electroquimica
serigrafiada situada en una de las dos piezas de poliéster negro (Figura 6.6),
encajandose posteriormente la pieza que contiene el PMT. Seguidamente se
aplicaron dos pulsos de 1 segundo con 10 segundos de diferencia entre pulsos a
un potencial de 0,5 V obteniéndose la emision EQL recogida por el PMT sin

discriminacion de longitud de onda.
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Figura 6.6 Deposicion de la muestra en la celda electroquimica.

R

% Saliva

50 ul de saliva (ver apartado 6.2.8) se depositan en la celda electroquimica apli-
candose posteriormente un potencial de 0,4 V durante 4 segundos. 6 segundos
mas tarde, se aplican dos pulsos de 1 s con 10 s de diferencia entre pulsos a un
voltaje de 0,5 V para obtener la sefial EQL. Ademas, la determinacion de lactato
en saliva necesita de la medicion de un patrén interno [61] para cada muestra.
Este blanco consiste en aplicar el mismo protocolo que se esta indicando en este

apartado pero con un biosensor que no contenga enzima.

%+ Método de referencia
Se utilizd6 como método de referencia el kit enzimatico UV-Visible Boehringer

Mannheim de r-Biopharm AG (ATOM S.A., Barcelona, Espafia) [23]. Fue



302 Capitulo 6

necesario introducir una etapa de centrifugacion de 10 minutos a 1000 rpm y
otra etapa de filtracion con un filtro de jeringa de acetato de celulosa de 0,40
um, previamente a la determinacion de L-lactato en saliva ya que el kit solo

sefialaba directrices generales para el analisis de muestras organicas.

6.2.6. Tratamiento de las muestras de saliva
Las muestras de saliva analizadas provinieron de voluntarios sanos que regu-
larmente se lavaban los dientes y se enjuagaban la boca para asi minimizar la
influencia de la flora microbiana y nutricional [24]. Las muestras recogidas se
congelaron (-20 °C) para detener el metabolismo bacteriano, y asi evitar la dis-
minucion de concentracion de lactato [1]. Para el analisis de lactato en saliva
humana, se tomaron 500 pl del liquido sobrenadante que queda tras descongelar
y se mezclaron con 2,0 ml del tampdn de trabajo. A continuacion, la disolucion
se filtra a través de un filtro de jeringa de acetato de celulosa de 0,4 um y se
utiliza el filtrado para el ensayo. En el caso del método de referencia, es necesa-
rio realizar una centrifugacion tras descongelar las muestras, aplicando a conti-
nuacion el mismo procedimiento s6lo que tinicamente se utiliza agua para diluir

las muestras.

6.3. Resultados y discusién

6.3.1. Inmovilizacion de los reactivos para la determinacién de lactato
En este capitulo estamos interesados en la preparacion de un biosensor EQL
desechable para lactato basado en la oxidacion atmosférica del mismo cataliza-
da por la enzima LOx produciéndose peroxido de hidrogeno que reacciona con
luminol electroquimicamente oxidado en medio basico y generando la emision

EQL correspondiente. Con este proposito se necesitan inmovilizar todos los
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reactivos necesarios para hacer posible el reconocimiento de lactato y la trans-
duccion.

Para inmovilizar los reactivos, LOx y luminol, probamos diferentes métodos.
Para la LOx se utilizé: 1) entrapamiento con Methocel [25], 2) cambio i6nico
con una capa compleja polidnica preparada a partir de poli-L-lisina y poliesti-
rensulfonato [26], 3) encapsulacion con triacetato de celulosa (TAC) y 4) entre-
cruzamiento con glutaraldehido en disolucion o en vapor en combinacién con la
BSA [27,28]. La inmovilizacion del luminol se realizd mediante 1) entrapa-
miento con Methocel, Nafion o PVC usando en este caso NPOE como plastifi-
cante y Aliquat 336 como agente formador de pares idnicos y 2) encapsulacion

con TAC.

Utilizando los sistemas de inmovilizacion anteriores se han estudiado dos tipos
de configuraciones: monocapa y bicapa, tratando con esta ultima configuracion
de evitar los problemas de incompatibilidad encontrados entre reactivos, como
es el caso de la inmovilizaciéon conjunta de luminol con glutaraldehido, o la
inmovilizacion de enzimas con los reactivos QL, ya que ambos requieren condi-
ciones diferentes tanto de pH como de biomoléculas asociadas (BSA). De las
diferentes configuraciones bicapa estudiadas (Figura 6.7) solo dos ofrecieron
algunos resultados al reaccionar con lactato: (a) una capa exterior formada con
luminol inmovilizado en Nafion y la interior conteniendo LOx entrecruzado con
glutaraldehido. La sefial EQL obtenida es de un 0,5 % y (b) una capa exterior
que contiene LOx inmovilizado en una membrana polidénica y luminol en una

capa interior de PVC. En este caso la sefial EQL es del 0,8 %.
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Luminol en Nafion LOx en polidnica
LOx en BSA Luminol en PVC
(a) (b)

Figura 6.7 Configuracion bicapa para el biosensor de lactato.

Con respecto a las configuraciones monocapa (Figura 6.8) sélo se han obtenido
resultados con tres de ellas tras reaccionar con lactato: (a) una membrana de
PVC conteniendo todos los reactivos, originando una sefial del 0,4 %; (b) una
membrana de TAC que origina un 1,3 % y (c) una membrana de Methocel que

origina un 100 % de sefial.

Luminol y LOx en
(a) PVC
(b) TAC
(c) Methocel

_

Figura 6.8 Configuracion monocapa para el biosensor de lactato.

La inmovilizacion mediante entrecruzamiento con glutaraldehido no se puede

utilizar si esta presente luminol porque entre ambos se forma una base de Schiff
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que impide la oxidacion del luminol y por consiguiente la emision EQL [29].
Membranas de polimeros hidrofobicos como PVC o TAC dan peores resultados
debido a la baja actividad enzimatica por parte del enzima y también por la me-
nor entrada de lactato en la membrana. La membrana compleja polionica podria
ser utilizada para la inmovilizacion [14] pero ello no es posible por la poca ad-
herencia al electrodo de trabajo, ademas de por la formaciéon de membranas
quebradizas. Las membranas basadas en Methocel son las que ofrecen los mejo-
res resultados, considerando aspectos tales como adherencia, buenas propieda-
des eléctricas y caracter hidrofilico. Su reutilizacion es limitada pero esto no es
un problema ya que se trabaja con el biosensor en formato desechable. Por ello,
seleccionamos Methocel como polimero de entrapamiento para la preparacion

del biosensor EQL monocapa.

6.3.2. Optimizacion de la composicién del biosensor para lactato
Una vez que se ha seleccionado el material de la membrana, pasamos a estudiar
los diferentes factores relacionados con la formacion de la membrana, incluyen-
do los reactivos y los polimeros de la membrana. Todos estos factores fueron

estudiados de forma univariante.

¢+ Composicion de la capa

Methocel. Para optimizar la concentracion de Methocel se prepararon dife-
rentes membranas utilizando como rango de concentraciones de 8,32 a 83,2
mg-ml”. La sefial EQL se incrementa con la concentracion de Methocel hasta
alcanzar la concentracion de 49,9 mg-ml™', manteniéndose constante a mayores

concentraciones (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Optimizacion de Methocel. La sefial EQL incrementa
hasta alcanzar un maximo a 49,9 mg-ml™.

Esto es debido a que el Methocel, polimero acuoso constituido por hidroxipro-
pilmetil celulosa contribuye a aumentar las propiedades eléctricas de la mem-
brana [25,30].

pH del cdctel. Un factor importante a considerar para la preparacion de la
membrana es el pH. El pH para la maxima actividad enzimatica de la LOx es
7,5 [31], pero como el luminol necesita medio basico para disolverse y para
producir emisién EQL, se selecciond un pH de 8,5 [32] como compromiso entre
actividad enzimatica y estabilidad [33]. La optimizacion del pH de trabajo se
vera en la seccion 6.3.4.

Enzima LOX. Para optimizar la concentracion de la enzima, preparamos bio-
sensores desechables con concentraciones en LOx de 3,1 a 40,0 IU-ml”, obte-
niendo un maximo a 12,5 IU-ml" tal como muestra la F igura 6.10, decreciendo

la sefial EQL drasticamente a mayor concentracion debido a existir un exceso de
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la enzima con respecto al substrato. La carga optima enzimatica en la membrana

corresponde a 0,062 1U.

12
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Figura 6.10 Optimizacion de la concentracion de LOx. El maximo
se produce a 12,5 TU-ml™.

Proteina BSA. La limitada estabilidad de las enzimas en membranas puede
mejorarse utilizando proteinas como estabilizadores, como la BSA [34,35]. Para
estudiar la influencia de la BSA, se prepararon diferentes cocteles conteniendo
BSA desde concentraciones de 25 a 250 g-1"' (Figura 6.11). Estudios han suge-
rido que los grupos basicos portadores de pares de electrones solitarios de la
BSA pueden interaccionar con los protones de los grupos amino ¢ hidracidos
del luminol [36] estimuldndose el mecanismo de luminiscencia quimicamente
iniciada por cambio i6nico intramolecular (intramolacular chemically initiated
electron-exchange luminescence, CIEEL) para el luminol [37] contribuyendo a

aumentar la sefial. Un mayor incremento en la concentracion de BSA en la
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membrana hace disminuir la sefial EQL, seleccionandose en consecuencia la
concentracion de 100 g-1"" para la formacién de membranas, lo que supone una
relacion en masa de 90:1 (BSA:LOx), adoptando valores habituales en la inmo-

vilizacidon de enzimas con BSA [38].
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Figura 6.11 Optimizacion de BSA para formar la membrana.
El maximo se produce a 100 g-1".

Luminol. La sefial EQL se incrementa con la concentracion de luminol en la
membrana hasta 2,9-10° M (Figura 6.12), decreciendo suavemente después.
Este hecho ha sido descrito para luminol en disolucion [39,40] y justificado por
Misra y col.[41] por la acumulacion de productos o por la dismutacion de pro-

ductos intermedios mas que por el consumo de reactivos.
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Figura 6.12 Optimizacién de luminol en membrana.

% Volumen del coctel
La influencia del volumen del coctel utilizado para preparar las membranas fue
estudiada depositando en el electrodo de trabajo volumenes crecientes de coctel
entre 5 hasta 25 pl. Los resultados muestran un progresivo decrecimiento en la
senal EQL hasta el 84 % cuando el volumen se incrementa hasta 25 ul. Asi, se
eligieron 5 ul como volumen 6ptimo. La razon de este comportamiento podria
estar relacionada con el incremento del grosor de la membrana que puede difi-
cultar la introduccion de lactato. Ademas, mayores volimenes extienden el coc-

tel a los tres electrodos reduciendo drasticamente la senal EQL.

6.3.3. Condiciones electroguimioluminiscentes
¢ Seleccion del voltaje
El luminol es electroquimicamente oxidado y produce emision de luz en disolu-

cion basica a potenciales positivos cuando el oxigeno o el peroxido de hidroge-
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no estan en el medio. En el caso de realizar una voltametria ciclica con luminol
inmovilizado en Methocel en el electrodo de trabajo se observa una sefial de

oxidacion electroquimica a 0,6 V (Figura 6.13).

Intensidad / pA

0 0,3 0,6 0,9
Voltaje / V

Figura 6.13 Voltamograma ciclico del luminol a 10° M de concentracién.

Sin embargo, trabajando en modo cronoamperométrico, la senial EQL empieza a
producirse a partir de un potencial de 0,3 V incrementandose su intensidad hasta
alcanzar los 0,5 V, manteniéndose en adelante (Figura 6.14). Una ventaja de
utilizar el electrodo de grafito es que el potencial de oxidacion del peroxido de
hidrégeno es mas positivo (habitualmente 1,12 V a pH 7,4) que el del luminol,
en contra de lo que ocurre con otros electrodos, como es el caso del de platino
[43], en el cual el potencial de oxidacion del H,O, (0,7 V) esta cercano al po-

tencial de oxidacion del luminol (0,5 V), dificultando la determinacion electro-

quimioluminiscente.
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Figura 6.14 Dependencia de la sefial EQL con el voltaje aplicado
aplicando pulsos de 1 s para cada voltaje.

«+ Sefial EQL
La EQL es iniciada convencionalmente utilizando diferentes técnicas electro-
quimicas transitorias como es la voltametria ciclica, la voltametria de pulso, la
voltametria de pulso diferencial o la cronoamperometria [44]. En este caso,
como la sefial EQL varia con el tiempo debido a la reaccién enzimatica que
cataliza la generacion de peroxido de hidrogeno, es importante conocer el pa-
tron de emision con el tiempo para seleccionar las condiciones de medida. Para
una cantidad fija de lactato, la sefial EQL producida de pulsos sucesivos al
mismo voltaje, crece con el tiempo alcanzando una meseta debido a la compen-
sacion del consumo de luminol con la produccion enzimatica de perdxido de

hidrégeno (Figura 6.15).
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Figura 6.15 Conjunto de pulsos consecutivos de 1 s a 0,5 V aplicados cada 10
segundos. El recuadro de la derecha muestra una ampliacion de los dos primeros pulsos,
los cuales seran los que se utilizaran como sefial analitica. Las condiciones experimenta-
les fueron 0,2 M de tampon fosfato a pH 9,0 con 0,25 M de NaCl y 2:10° M de luminol
a una concentracion de 10 M de lactato.

Se estudiaron varios parametros analiticos trabajando en modo cronoamperomé-
trico: a) usando la intensidad EQL utilizando pulsos cortos (< 5 s); b) integran-
do la emisién EQL a tiempos altos (> 1 min); y ¢) obteniendo una estimacion de
velocidades iniciales. Comparando valores de precision y rangos lineales (em-
pleando para ello el test de fallo de ajuste), el Gltimo parametro (c) fue el que
ofrecid los mejores resultados.

La obtencion de las velocidades iniciales para diferentes concentraciones de
lactato, que obedece a una cinética Michaelis-Menten, puede estimarse mas
facilmente utilizando la simplificacion de dos puntos, como se muestra en la
ampliacion de la Figura 6.15. De esta forma no es necesario obtener las veloci-
dades iniciales de los perfiles EQL a altos tiempos con pulsos consecutivos,

sino so6lo utilizando las intensidades tomadas a dos pulsos consecutivos
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I
(VEQL = %) , donde vgq viene expresada en V-s™. Como la sefial de blan-

co existe para nuestro sistema, la sefial analitica final vgqp es corregida de la
forma Vyausn = Votanco
¢ Parametros electroquimicos

Los parametros electroquimicos estudiados fueron: a) duracion del pulso y b)
intervalo de tiempo entre pulsos consecutivos. En el primer caso se estudiaron
diferentes tiempos de pulso (1, 2 y 3 s) observando que cuando el tiempo del
pulso se incrementa, la sefial analitica vgqr decrece (un 76,4 % al pasar de 1 a 3
s). Esto es debido a que cuanto mayor sea el tiempo del pulso, mayor es el con-
sumo del peroxido de hidrégeno generado y por tanto mayor es la emision EQL,
por lo que la diferencia en intensidades (Algqr) al tomar el pulso siguiente es
menor. Por esta razon, se eligié 1 s como tiempo Optimo del pulso. b) Se estu-
diaron diferentes intervalos de tiempo entre pulsos consecutivos para la adquisi-
cion de EQL, como 10, 20 y 50 s. Los resultados obtenidos (100 % para 10 s;
83,1 % para 30 s y 42,1 % para 50 s) muestran como 10 s corresponde a la me-
jor sefial debido a la alta absorcion del luminol en el electrodo de trabajo cuando

los pulsos son cercanos en el tiempo [45].

6.3.4. Optimizacion de las condiciones experimentales

+ Influencia del pH

El pH fue estudiado entre 7,0 y 11,0, trabajando a una concentracioén constante
de lactato (10 M). La Figura 6.16.(a) muestra que existen dos maximos EQL,

uno a pH 8,5 y otro a 10,5, obteniéndose un comportamiento similar al encon-
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trado por Chen y col. [45], pero si se representa la relacion sefal/ruido (S/R),
solamente aparece un maximo a pH 9,0 (Figura 6.16.(b)) decreciendo ésta des-
pués a causa del aumento de la sefal del blanco con el pH y al notable creci-
miento de la desviacion estandar también con el pH. Por esta razon selecciona-

mos como pH de trabajo el de valor 9,0.

El primer maximo EQL a 8,5 se debe al compromiso existente entre la actividad
enzimatica de la enzima LOx (maxima a 7,5) y la reactividad del luminol, la
cual incrementa con el pH [46]. El subsiguiente intenso incremento de la inten-
sidad EQL al aumentar el pH al valor de 10,5 corresponde a una mejor forma-
cion de uno de los intermediarios, el endoperoxido, en la reaccion EQL del lu-
minol (véase mas adelante la Figura 6.20). El decrecimiento a pH mayores que
10,5 se justifica por el fuerte decrecimiento del rendimiento cuantico del anion

3-aminoftalato a valores de pH por encima de 11,0 [47].
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Figura 6.16 Optimizacién del pH para el biosensor de lactato. (a) En esta figura se
muestra un maximo a pH 10,5 trabajando a concentracion constante de lactato (10 M)
aunque la repetibilidad disminuye cuando el pH aumenta ya que la sefial del blanco se
incrementa. (b) La relacion S/R presenta un maximo a pH 9,0, siendo éste el escogido.
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+ Disolucion amortiguadora y contribucion del electrolito
Se estudiaron el tampon fosfato y el tampon Tris a pH 9,0, observando que el
tampon Tris origina un decrecimiento de la sefial EQL del 30 % respecto al
tampon fosfato. La dependencia del tampon fosfato seleccionado fue estudiada
en el rango de concentraciones comprendidos entre 0,05 y 0,8 M, encontrandose
un maximo EQL a 0,2 M y mostrando un paulatino decrecimiento posterior-
mente a mayores concentraciones. Este comportamiento puede ser debido a un
efecto de presion osmotica que disminuye la entrada del lactato en la membra-

na, disminuyendo la emisién EQL.

La presencia de un electrolito es necesaria para incrementar la conductividad de
la membrana y la resolucion de los picos EQL [48], originando unos picos de
emision muy definidos, especialmente si se trabaja en modo voltametria ciclica.
Por lo tanto, se prepararon diferentes concentraciones de NaCl entre 0,12 a 2,0
M, obteniendo un maximo a 0,25 M (Figura 6.17). La emision EQL deberia ser
constante a mayores concentraciones de NaCl, ya que el electrolito solo contri-
buye a la conductividad de la membrana, pero sin embargo disminuye debido a
la ruptura de la gelificacion del Methocel, dificultando la formacién de la mem-

brana en el electrodo de trabajo.
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Figura 6.17 Optimizacion de NaCl en la membrana.

% Volumen de muestra
El volumen de la muestra que se puede poner en el receptiaculo del biosensor
también fue estudiada, observandose que la sefial EQL aumenta cuando el vo-
lumen lo hace. Un incremento de 10 a 50 pl supone un crecimiento del 71,9 %,
porque un mayor volumen contribuye a que el PMT se sitlie mas cerca de la
superficie emisora del biosensor. Volimenes mayores (60 pl) provocan un de-
crecimiento de la sefial, probablemente por la dispersion causada por el efecto
lente que presenta la gota depositada. Seleccionamos por tanto 50 pl como vo-
lumen 6ptimo de muestra ya que es la maxima capacidad que presenta el recep-

taculo del biosensor.

< Temperatura
La temperatura afecta tanto a la reaccién enzimatica [31] como a la reaccion del
luminol [49], siendo mas pronunciado el efecto de la reaccion enzimatica. La

sefal EQL de este biosensor se incrementa con la temperatura a una media de
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2,6 Vs por grado centigrado. La temperatura seleccionada de trabajo (Figura
6.18) corresponde a temperatura ambiente (20-25 °C) debido a que supone tener
unas condiciones de analisis mas simples ya que a esta temperatura el sistema

presenta suficiente sensibilidad para la determinacion de lactato.

1600

1200 A

800

Sefial EQL / V-§'

400

10 20 30 40 50
T

Figura 6.18 Efecto de la temperatura sobre el biosensor EQL de lactato.

6.3.5. Mecanismo EQL
En medio basico, el luminol esta en forma anidnica y es electroquimicamente

oxidado a diazoquinona al aplicar 0,5 V a la celda serigrafiada de grafito.

El peroxido de hidrogeno producido mediante la oxidacidon atmosférica del lac-
tato por la catalisis de la enzima LOx (Figura 6.19) reacciona con la diazoqui-
nona dando lugar al anién 3-aminoftalato en estado excitado, cuya desactiva-

cion causa una emision luminiscente (Figura 6.20) [19,50].
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Figura 6.19 Reaccion de reconocimiento de lactato.

Cuanto mas alcalino sea el medio, mayor es la emision EQL debido al incre-
mento de la desprotonacion del luminol [43,51], como puede observarse en la
Figura 6.16.(a). El papel del peroxido de hidrogeno consiste en participar como
anién peréxido HO, o como radical superdxido O,”, siendo este ultimo forma-
do mediante oxidacion electroquimica, en la reaccion con el luminol oxidado
electroquimicamente (Figura 6.20) [52]. En ausencia de lactato se observa una
sefial de blanco que empieza a crecer conforme aumenta el pH de 9,0 a 10,5
(aumento que corresponde a 206,3 V-s™ por unidad de pH). La sefial del blanco
se debe a la reaccion entre el luminol oxidado con el oxigeno disuelto y también
a la més eficiente produccioén de aniones 3-aminoftalato excitados [46]. Asi, la
cuantificacion de lactato debe desarrollarse en condiciones débilmente basicas
para que este fondo debido al blanco no origine una mayor imprecision; en con-
creto, se observa un 4,5 % de desviacion estandar relativa (DER) a pH 9,0 y un

34,8 % a pH 10,5.
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Figura 6.20 Mecanismo de la EQL de luminol con per6xido de hidrogeno.

6.3.6. Parametros analiticos
La funcién analitica fue obtenida por medio de una calibracion obtenida a partir
de 6 patrones con 5 réplicas por cada patron con concentraciones que van desde
107 hasta 4-10” a un pH de 9,0. El comportamiento logaritmico obtenido (Figu-

ra 6.21) fue linealizado utilizando una funcién doble logaritmica (Figura 6.22):
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log veqL = a‘log [lactato] + b. Esta funcion analitica es comiinmente utilizada en
biosensores enzimaticos EQL [19].
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Figura 6.21 Representacion grafica de patrones de lactato presentando comportamiento
logaritmico.
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Figura 6.22 Calibracion log-log para lactato utilizando 5 réplicas por concentracion.
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Como la funcién de calibrado es logaritmica, el limite de deteccion LD fue ob-
tenido utilizando el criterio estandar [53] segun LD = y, + 3sy, donde yy, es la
media de 10 blancos realizados con diferentes biosensores y s, es la desviacion
estandar (DER 5,13 %). El LD encontrado utilizando este criterio es de 5-10°
M. La repetibilidad, expresada como DER de la concentracion de lactato, fue
estudiada de dos maneras: a) utilizando un conjunto de 10 biosensores diferen-
tes trabajando a tres concentraciones de lactato dentro del rango analitico (DER
3-5 %); y b) utilizando 10 veces la misma celda electroquimica preparando nue-
vamente el biosensor después de cada medida y trabajando a una concentracion
de lactato de 10* M (DER 3,68 %) (Tabla 6.1). Asi, el uso de diferentes biosen-
sores origina una precision similar a la obtenida con uno sélo preparado cada

VEZ.

Tabla 6.1 Parametros analiticos del biosensor EQL para lactato.

Parametros Valores
Rango lineal, M 10° - 510"
Ordenada 4,12 + 0,04
Pendiente 0,91 + 0,04
r’ 0,992
Limite de deteccion, M 5-10°
DER (%) blanco (n=10) 5,13
5-10°M | 3,91
DER (%) lactato (n=5) | 2:10* M | 3,30
5-10% M | 4,20
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El tiempo de vida del biosensor desechable fue estudiado manteniendo un con-
junto de estos sensores protegidos de la luz y conservados a 4 °C. Se realiz
chequeando regularmente una serie de biosensores a una concentracion 10 M
de lactato. Como puede verse en el diagrama de Shewhart de la Figura 6.23, la
sefial EQL va creciendo hasta alcanzar el quinto dia, manteniéndose estable. El
tiempo de vida obtenido corresponde aproximadamente a 2 meses, tiempo que
es aceptable para este tipo de biosensores, comparable con el estudio del bio-
sensor amperométrico de larga estabilidad basado en LOx por Mizutani y col.
[26]. El coste del biosensor considerando reactivos, celdas electroquimicas seri-

grafiadas y formadores de membrana puede ser de unos 1,06 €/unidad.

0 20 40 60 80

dias

Figura 6.23 Diagrama de Shewhart del tiempo de vida del biosensor desechable de
lactato.
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Un estudio comparativo de los diferentes sensores existentes en bibliografia se

muestra en la Tabla 6.2, mostrando que el biosensor desechable tiene una buena

precision pero un rango lineal mas corto comparado con los demas sensores.

Tabla 6.2 Comparacion de las caracteristicas de diferentes biosensores para lactato.

Precision  Aplicacion
(%)
) lacteos,
Amperométrico ¢ 4 ;
. . 107 -5-10° 5-10° 2,5 sangre y [62]
Serigrafiado
suero
Amperométrico . s
10%-10° 5-10° 10,8 Vino [63]
Serigrafiado
Amperométrico ; s ;
) ) 107" -1,8-10 10° 3,0 Lacteos [64]
serigrafiado
Sensor microme- ; \ Sangre y
canizado ampero- 107 -5-10 - 5-12 ] [24]
métrico saliva
QL
Biosensor desecha- | 5-10°-4-10° | 9,2-10° 5,5 Yogurt [14]
ble
EQL
2:10%-2:10% | 2-10° <8,0 Suero [20]
Chip biosensor
EQL 7 4 7
) ) 3-100 - 10° 3-107 4,4 - [50]
Serigrafiado
EQL Esta
Biosensor dese- 10°-5-10* 5-10° 3.9-42 Saliva Memoria
chable
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6.3.7. Aplicaciones

La viabilidad del biosensor descrito se cheque6 analizando lactato en saliva
humana. La saliva es una mezcla compleja de secreciones de las glandulas paro-
tidas, submandibulares y sublinguales, conteniendo una mezcla de bacterias,
células epiteliales y compuestos tanto inorganicos como organicos entre los que
se encuentra el acido lactico [1]. En primer lugar se ensayaron la potencial inter-
ferencia que la saliva podria ocasionar en el analisis del lactato. Para ello se
midié una disolucion 10 M en lactato en presencia de saliva. Lo que se observo
fue un decrecimiento de la sefial EQL, disminucion que depende de la dilucion
que se haya efectuado de la saliva (55,4 % a una dilucion 1:2; 27,3 a dilucion
1:4; 25,7 % a dilucion 1:8;y 18,8 % a dilucion 1:12).

Estos resultados sugieren un efecto matriz que podria ser reducido por dilucion.
Sin embargo, rectas de calibrado en presencia (por adicion de patrén) y en au-
sencia de saliva muestran pendientes opuestas, confirmando el efecto (Figura

6.24).

log VeqL

0 T T T T
-5,5 -4,5 -3,5 -2,5
log [lactato]

Figura 6.24 Representacion del calibrado (#) y la adicion de patron (m).
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Para hacer frente a este efecto matriz, se estudiaron diferentes alternativas. An-
tes de nada hay decir que se utilizaron salivas provenientes de sujetos sanos en
ayunas y después de que se hubieran lavado los dientes y enjuagado la boca 30

minutos antes de la toma de la muestra [24].

En una primera instancia, empleamos algunos procedimientos para eliminar las
proteinas, las células epiteliales y biomoléculas y asi extraer el lactato. Para
realizar esto se realizaron medidas EQL de saliva diluida 1:4 con el tampon de
trabajo y con lactato 10 M afiadido y se compararon los resultados con patro-
nes de lactato de 10 M. La centrifugacion es un método habitual porque parali-
za la accion bacteriana y remueve tanto las células como la turbidez [1] pero nos
origind una disminucion de la sefial EQL de un 14,3 %. Se emplearon otros
métodos pero igualmente se obtuvo un descenso de la sefial, asi calentar con un
bafio de agua (descenso de un 51,3%); extraer con etil éter y hexano (10,2 %
para el etil éter y 55,8 % para hexano); extraer en fase so6lida mediante un cartu-
cho Cig (32,4 %) y filtrar a través de filtros de jeringa (poro 0,25 um: 25,7 %y
poro 0,40 um: 12,6%). Como podemos apreciar, cualquiera de los procedimien-
tos ensayados supone una parcial eliminacion de las interferencias [54,55].

Para estudiar los posibles interferentes, preparamos una saliva artificial [21]
observando que la interferencia producida por la saliva artificial era similar a la
ensayada por la saliva humana. Por lo tanto, se estudio la interferencia que pro-
ducian los diferentes compuestos individuales de la saliva artificial (véase la
Tabla 6.3), resultando que el acido trico y el acido ascorbico fueron los princi-

pales interferentes.
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Tabla 6.3 Contribucion de los diferentes com-
ponentes de la saliva artificial en la sefial EQL.

Componentes* % Decrecimiento
de sefial EQL

CaCl, 0,0
KCI 0,0
NH,CI 0,3
Lactato 0,0
Acido Citrico 2.5
Acido Ascorbico 98,3
Acido Urico 98,9
KSCN 6,8
cMmc™ 0,0

*Probados a las concentraciones de la saliva artificial;
"CMC: carboximetil celulosa.

Ambos acidos son los interferentes mas comunes en los biosensores amperomeé-
tricos para lactato [56]. La concentracion habitual de estos acidos en la saliva es
de 5-107° M para el acido urico y 10 M para el 4cido ascorbico, y su potencial
de oxidacion en el electrodo de grafito serigrafiado de la celda electroquimica
en nuestras condiciones de trabajo son 0,62 V y 0,11 V, respectivamente (Figu-

ra 6.25); valores similares han sido también obtenidos por John [57].

9
0.11V

< 61
9
2 0.62 V
7
5
= 3

0 T T T T T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Voltaje / V

Figura 6.25 Voltamograma de una disolucién de acido ascérbico (10 M) y acido trico
(5-10° M) en tampén fosfato 0,2 M a pH 9,0 y 0,25 M de NaCl.
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El papel que tiene el acido ascorbico cuando esta presente es la de reducir el
H,O, generado a partir de lactato. Como una posible via de eliminacion de esta
interferencia se probo su oxidacion previa en el electrodo de grafito serigrafia-
do, procedimiento descrito para la determinacion amperométrica de acido urico
en presencia de acido ascorbico [58,59]. Nosotros observamos que al aplicar un
potencial de 0,4 V durante 4 s antes de la medida EQL provoca la oxidacion del
acido ascorbico desapareciéndose por tanto esta interferencia a las concentra-
ciones habituales presentes en la saliva. Ademas, si comparamos la calibracion
doble logaritmica para lactato en presencia y en ausencia de una cantidad cons-
tante de saliva, aplicando un potencial de 0,4 V para la muestra de saliva, ob-
servamos funciones lineales paralelas (pendientes con una similitud del 96,9 %)
pero con desplazamiento en el eje Y; esto es, que existe todavia otra interferen-
cia, debida al acido urico, pero que no hay efecto matriz (Figura 6.26). El acido
urico es electroquimicamente oxidado [60], al mismo tiempo que el luminol, y

este efecto interfiere en la medicion.

Para estimar el efecto del acido urico, se afiadieron diferentes concentraciones
del mismo a las muestras de saliva, observandose un decrecimiento de la sefial
EQL cuando la concentracion del 4cido urico aumenta. Del examen de las dis-
tintas funciones de calibrado para lactato con diferentes concentraciones de
acido urico afiadidas (log veqL = 0,94-log[lactato] + 5,89 sin adicion de 4cido
urico ; log vgqL = 0,89-log[lactato] + 4,64 para 2- 10* M de 4cido trico; log VEQL
= 0,92-log[lactato] + 3,62 para 5-10° M de 4cido turico) (Figura 6.26) conclui-
mos que el acido urico solamente afecta a la ordenada y no contribuye al efecto

matriz.
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Figura 6.26 Efecto de la concentracion del acido urico en la curva de calibracion de
lactato con: (a) no adicion; (b) 2:10* My (c) 5-10° M.

Para corregir este error que supone la presencia de acido tUrico, utilizamos el
procedimiento del blanco interno [61]. Este blanco (Vyineo) €5 obtenido prepa-
rando una serie de sensores que no contienen la enzima LOX, obteniendo de este

modo la sefial EQL blanco personalizada para cada muestra de saliva.

Recapitulando, es posible analizar lactato en la saliva con el biosensor EQL
propuesto utilizando una dilucién 1:4 con el tampon de trabajo, filtracion a tra-
vés de un filtro de celulosa de 0,40 um, seguido de un pretratamiento del mismo
biosensor aplicando un potencial de 0,4 V durante 4 s y finalmente una correc-

cion de blanco individual para cada muestra de saliva.
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Para verificar la veracidad del procedimiento propuesto, se analizaron salivas
provenientes de tres personas diferentes, validando los resultados a través de un
método enzimatico espectrofotométrico (kit Boehringer-Mannheim) utilizado

como método de referencia (Tabla 6.4).

Tabla 6.4 Determinacion de lactato en saliva por el método propuesto y el de referen-
cia.

Muestra de Biosensor EQL Método de Referencia P.C.M*
Saliva (M) M) (%)
1 (3,10£0,25)-10™ (3,11£0,13)-10™ 99,6 94,6
2" (6,9£1,5)-10™ (8,39+0,79)- 10" 82,2 35,9
3 (3,37£0,01)-10" (3,39£0,35)-10™ 994 94,3

*P.C.M.: porcentaje de comparacion de métodos.

" Hombre; ™ Mujer

6.4. Conclusiones

Se ha desarrollado un biosensor electroquimioluminiscente desechable para
lactato en saliva utilizando un sistema basado en el reconocimiento enzimatico
por lactato oxidasa y la transduccion a partir de luminol. Hemos tenido éxito en
preparar y optimizar un sensor optico desechable simple, a través de la inmovi-
lizacion de todos los reactivos en una membrana de Methocel en celdas electro-
quimicas comerciales serigrafiadas de grafito. Este biosensor respeta al medio
ambiente y tiene un tiempo de vida estimado de dos meses si se protege de la
luz en condiciones normales. Buena repetibilidad, rapida adquisicion (20 s) y
versatilidad hacen posible su aplicacion para monitorizar lactato en muestras de
saliva en analisis de rutina. El tratamiento de la muestra de saliva es compatible
dentro de los formatos de biosensores desechables. Para nuestro conocimiento

este es el primer biosensor EQL que se emplea para monitorizar lactato en sali-
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va, de este modo podria ser considerado como una alternativa de analisis no

invasivo a la habitual determinacion de lactato en sangre.
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PROYECTOS FUTURQOS






“El estado actual de nuestro conocimiento es siempre provisional,
y deben de existir mas all& de lo que actualmente conocemos
inmensas regiones nuevas que descubrir”

Louis de Broglie (1892-1987)
Premio Nobel de Fisica en 1929

PROYECTOS FUTUROS

Tras la realizacion de las metodologias desarrolladas en esta Memoria conviene
mencionar la practicabilidad y la orientacion que estas técnicas pueden tomar

para su desarrollo posterior.

1. Con respecto al sistema de flujo que incorpora una columna monolitica
como elemento separativo, es posible la incorporacion de mas de una
quimica de deteccion quimioluminiscente, ademas de la ya empleada
Ce(IV) y Rodamina 6G, para determinar mas analitos y asi aumentar la
capacidad separativa de la propia columna al incrementar la selectivi-

dad de la deteccion.

2. Con respecto al sensor electroquimioluminiscente de lactato en saliva,
actualmente se esta desarrollando junto con el Profesor Titular Alberto

Palma Lopez y el Profesor Ayudante D. Antonio Martinez Olmos, am-
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Proyectos Futuros

bos del Departamento de Electronica y Tecnologia de Computadores de
la Universidad de Granada, una instrumentacion portatil para la medida
de electroquimioluminiscencia generada por sensores serigrafiados para
lactato. Sensores que son similares a los descritos en el Capitulo 6 de
esta Memoria. El prototipo de instrumentacion portatil permite median-
te un potenciostato generar la sefal eléctrica necesaria para desencade-
nar la oxidacion electroquimica del luminol presente en el electrodo de
trabajo del sensor de un solo uso y mediante un fotodiodo realizar la re-

cogida de los fotones generados (Figura 1).

B

(a) (b)

Figura 1. Prototipo de instrumentacion portatil para la medida de lactato me-
diante biosensores serigrafiados de un solo uso. (a) Fotodiodo, (b) potenciosta-
to.

Este proyecto esta en fase de desarrollo por lo que no se ha incluido en
la presente Memoria. Hasta la fecha se ha construido un primer prototi-
po (Figura 2) y se han realizado medidas con resultados satisfactorios.

En la Figura 3 se muestra una funcion de calibrado obtenida. Se preten-
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de con ello desarrollar una instrumentacion portatil para la determina-

cién de lactato en saliva.

Figura 2. Prototipo desarrollado.

1000
800
6007
4007 s
2007

Senal QL relativa

0 - T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

lactato- 10 M

Figura 3. Calibrado obtenido a partir del prototipo desarrollado.
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Creemos que este prototipo puede ser una buena plataforma para el de-
sarrollo futuro de nuevos sensores electroquimioluminiscentes de inte-

rés en el campo agroalimentario y clinico.

Otro de los campos en que se pretende abordar son las determinaciones
multianalito usando para ello celdas serigrafiadas de mas de un electro-
do de trabajo pudiendo asi hacer determinaciones simultaneas de anali-

tos utilizando dispositivos de captura de imagen.
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“Dios no solo juega a los dados:
a veces los tira donde no se pueden ver”
s

Stephen William Hawking (nacido en 1942)
Medalla Copley en 2006

CONCLUSIONES

Todo trabajo realizado debe ser valorado para obtener finalmente unas conclu-

siones. Estas son las siguientes:

1. Se han disefiado y optimizado diferentes métodos de flujo para determi-
nar la concentracion de diversos aditivos. Estos métodos se basan en la
medida de emision quimioluminiscente en la célula de flujo y ofrecen
buenas caracteristicas analiticas, pudiéndose considerar como una alter-

nativa econdmica para obtener informacion analitica.

2. Se ha propuesto un método para separacion de una mezcla de cuatro pa-
rabenes MP, EP, PP y BP utilizando una columna monolitica muy corta
(5 mm) y deteccion quimioluminiscente. El empleo de esta deteccion
quimioluminiscente mediante la reaccion Ce(IV)-Rodamina 6G mejora

la amplitud del rango lineal y disminuye el limite de deteccion en unos
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dos o6rdenes de magnitud respecto a la deteccion espectrofotométrica,
manteniendo la precision. La deteccion quimioluminiscente incrementa
la sensibilidad del método pudiendo ser aplicado en el analisis de cos-
méticos con precisiones del orden de 2-6 % y con un tiempo de analisis
muy pequefio (150 s).

Tabla 1. Comparacion entre HPLC y cromatografia a baja presion.

Sistema Ventajas Inconvenientes
Instrumentacion econdmica, Lavado mas frecuente de la mini-
sencilla y rapida. columna.

Empleo de columnas mas peque- | Mayor numero de conexiones
FIA fias. FIA, y por tanto posibles fugas de
L. . liquidos.
QL Fécil mantenimiento.
. e Deterioro tubos PVC de la bomba
Menor tiempo de analisis.
peristaltica.
Optimo para separaciones con
. Inyeccion manual
pocos analitos.
Mas capacidad resolutiva. Alto tiempo de analisis.
Mayor rango lineal. Mayor tiempo de lavado y acon-
HPLC o )
C dicionamiento de la columna.
oL Mayor precision.
n . Instrumentacion mas costosa.
Optimo para separaciones con
multiples analitos.
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3. Se ha efectuado con éxito la determinacion de una mezcla de cinco
compuestos  fendlicos, como son floroglucinol, éacido 2,4-
dihidroxibenzdico, acido salicilico, metil paraben y n-propil galato uti-
lizando un sistema cromatografico a baja presion basado en una colum-
na monolitica muy corta (5 mm) y deteccién quimioluminiscente, que
se ha usado para su determinacidon en productos dermocosméticos. Para
mejorar la sensibilidad del sistema en la determinacion de los analitos
se han utilizado dos condiciones quimicas diferentes de la reaccion
quimica Ce(IV)-Rodamina 6G, con la consecuente mejora en la sensibi-

lidad de la deteccion quimioluminiscente, detectandose niveles de hasta

gl

4. Se han desarrollado y caracterizado sensores quimioluminiscentes de un
solo uso preparando membranas que facilitan analisis rapidos, determi-

naciones in situ y portabilidad.

5. Se ha propuesto un sensor de un solo uso quimioluminiscente para la
determinacion de hipoclorito en aguas mediante la inmovilizacion del
anion fluoresceinato en una membrana de papel de cambio anidnico. El
sensor ofrece una buena repetibilidad, puede reutilizarse, es simple de
preparar y usar, respeta al medio ambiente y puede ser considerado co-

mo una alternativa econémica para obtener informacion analitica.

6. Se han preparado biosensores de un solo uso mediante la inmoviliza-
cion de enzimas mejorando la selectividad de la determinacion. Este es
el caso de los biosensores de un solo uso para la determinacion de lacta-

to utilizando la enzima lactato oxidasa.
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10.

11.

12.

El empleo de la quimica del luminol junto con peroxidasas facilita la
determinacion de moléculas organicas que generan peroxido de hidro-
geno, siendo la enzima procedente de Artromyces Ramosus la que ofre-

ce mejores resultados en este biosensor.

El empleo de membranas polidnicas o derivados de la celulosa como
Methocel, permiten la inmovilizacion de luminol y la consecuente utili-

zacion de la quimioluminiscencia en quimica seca.

El uso de metales como catalizadores y estabilizadores de las reacciones
quimioluminiscentes mejora la sensibilidad de los sistemas y el rendi-
miento de las peroxidasas, como es el caso del empleo de aluminio en el

biosensor de un solo uso para lactato en yogur.

La construccion de una membrana permselectiva de tipo polidnico, co-
mo la utilizada en esta Memoria, facilita la rapida y selectiva entrada de
analito mediante cambio i6nico, facilitindose y haciéndose mas selecti-
va la reaccion quimioluminiscente; ofreciendo ademas un buen medio

para la inmovilizacion de enzimas.

El biosensor quimioluminiscente de un solo uso para lactato en yogur
presenta las ventajas de reducir la contaminacion por uso de reactivos

en disolucién, una reduccion del coste y de gasto de los mismos.

La precision de los sensores o biosensores de un solo uso desarrollados
presentan valores en tono al 5y 12 % dependiendo del tiempo de adqui-
sicion utilizado, valores que podrian mejorarse empleando sistemas de

produccién en masa.
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13. El tiempo de vida de los (bio)sensores desarrollados depende exclusi-

vamente de la estabilidad enzimatica de sus componentes.

14. La utilizacidn de celdas electroquimicas serigrafiadas de grafito favore-
ce a la portabilidad de estos sistemas, siendo posible el empleo de ele-
mentos comerciales con buenos resultados, lo que facilita su difusion y

utilizacion.

15. La determinacion electroquimioluminiscente frente a la quimioluminis-

cente presenta las siguientes ventajas:

Tabla 2. Comparacion de (bio)sensores quimioluminiscentes frente a los electroqui-
mioluminiscentes.

Sensores \WERIETES Inconvenientes
- Minimo uso de reactivos. -Baja repetibilidad
Sensores
QL

- Mayor tiempo de conservacion. | -Baja selectividad

- Fabricacion simple. -Necesidad de un sistema de

. inyeccion automatico
Biosensores . .
- Instrumentacion sencilla.

- - Manipulacién enzimatica
- Selectividad.
- Bajos limites de deteccion.
- Mayor precision. -Seleccion de electrodos
Biosensores | - Selectividad. -Efectos interferentes de las
EQL muestras.
- Mayor sensibilidad.

- Control del inicio de la reac-
cién.
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16.

17.

El desarrollo del biosensor electroquimioluminiscente de un solo uso
para lactato en saliva presenta una buena repetibilidad, rapida adquisi-
cion (20 s) y versatilidad, lo que hace posible su aplicacién para moni-

torizar lactato en muestras de saliva en analisis de rutina.

La monitorizacion de lactato en saliva puede llevarse a cabo de modo
no invasivo siendo una alternativa a la habitual determinacién en san-

gre.
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Abstract

We have developed a selective and reusable chemiluminescent test strip to determine hypochlorite. The hypochlorite-sensitive test strip
contains a 10mm x 9mm piece of anionic cellulose paper in fluoresceinate cycle, glued to a 10mm x 4cm x 0.5mm polyester strip.
The measurement of the chemiluminescence in a luminometer when 1 ml of sample is injected into a conventional cell containing the strip
makes it possible to determine hypochlorite. The composition of the membrane and reaction conditions have been adjusted to obtain adequate
sensitivity and selectivity. The test strip responded linearly to hypochlorite over two linear ranges, the first 2.0-10.3mg L~ and the second
10.3-51.4mgL~!, with a detection limit of 0.4 mg L~"'. The reproducibility using the same disposable test strip at a medium level of the range
was 6.6%, as relative standard deviation (R.S.D.), and 12.3% using different test strips. The procedure was applied to the determination of

hypochlorite in different types of waters.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Hypochlorite determination; Chemiluminescence; Strip test; Water analysis

1. Introduction

Rapid and accurate determination of the presence or con-
centration of target analytes is of interest to different fields,
including medical diagnostic, environmental control, indus-
trial, and others. Of the different types of rapid methods
on the market, the dry-chemical methods, also known as
test strips, are probably those that make up the most ac-
tive market with the largest sales volume. Their advantages
include lower costs, ease in handling, short analysis time
and the ability to make quick decisions when unforeseen
problems arise without the use of a conventional labora-
tory. In dry assays, chemical or specific binding reactions
can be carried out in the test strip with the analyte being de-
tected within the element upon reaction of various reagents
when a problem is applied to the test device. The use of
proper dry chemistries combined with a colour scale, bench-

* Corresponding author. Tel.: +34 958243292; fax: +34 958243294.
E-mail address: lcapitan@ugr.es (L.F. Capitan-Vallvey).

0003-2670/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aca.2004.06.051

top instruments or miniature devices makes it possible to
obtain the assay value [1]. Among optical test strips, the
most commonly used are those based on the measurement
of diffuse reflectance, absorption of radiation or fluorescence
and to a much lesser extent, on the use of chemilumines-
cence.

Patented chemiluminescent test strips are mainly enzy-
matic or immunological and the CL measurement is car-
ried out by a luminometer or different types of photographic
films [2] with a densitometer or a scanner [3]. The enzy-
matic strips are multi-layered analytical elements. Furuya et
al. [4] used a chemiluminescent reagent layer and a spread-
ing layer that spreads the sample to the reagent layer which
contains a luminol and glucose oxidase/peroxidase system in
hydrophilic polymers for glucose analysis. Vogelhut [5] used
the same chemistry, but his reagent layer contains the chemi-
luminescent system encapsulated in osmosensitive microcap-
sules to improve the lifetime and he added a photoresponsive
layer made up of a photographic film with a protective layer
covering.
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Chemiluminescent immunotest strips, both heterogeneous
and homogeneous formats, have been described. Various spe-
cific binding heterogeneous assay formats have been used
including nucleic acid hybridisation assays, immunochemi-
cal assays such as enzyme immunoassays, sandwich assays,
competitive binding assays, and direct binding assays.

The common areas in those test strips are reagent layers
and trapping layers. The reagent layer contains the signal-
generating labelled ligand which immunochemically binds
to the analyte species. The label could be enzymes such as
peroxidase [6] or an enzyme other than peroxidase such as
glucose oxidase or alkaline phosphatase [7]. Alternatively,
bioluminescent proteins, such as aequorin, have been used
as a label [8]. The trapping layer contains a binding agent,
i.e. avidin, antigen, antibody, receptor, et al. immobilized by
absorption or covalent binding to a carrier such as glass or
polymer beads, fibres or membranes, in the spreading zone
or an alternative intermediate layer which is capable of either
competing with the analyte for binding sites on the immobi-
lized binding agent or binding with a reagent-analyte com-
plex. The separation of unbound label compounds as well as
interfering sample components from the reaction zone prior
to the CL measurement can be accomplished by applying a
stream of a washing solution to the reaction zone in a suffi-
cient volume to separate unbound materials from the reaction
zone.

Current thin film immunoassays typically have a wash-
ing volume capacity of from about 10 to 20 nL, although it
is possible to increase the washing volume to about 1 mL,
depending on the thickness of the element [6]. The use of
an absorbent layer around the area being read removes the
washing fluid from this area. The addition of a solution detec-
tion chemistry (luminol, hydrogen peroxide/perborate, sur-
factants, sensitizer [9]) to the strip triggers the CL reaction.

In the case of homogeneous formats, a three-zone test
strip is used. The second zone traps the labelled ligand
coming from the first zone that has not reacted with the
analyte. The third zone contains the chemicals necessary
to trigger the CL response, for example, calcium when
the photoprotein aequorin is used as a label for antibodies
used as a ligand. If enzyme-linked antibodies are used, the
third zone contains luminol among other necessary reagents
[8].

A dipstick format has been described to discriminate be-
tween three pesticides from the group of s-triazines, us-
ing a competitive immunoassay with a hapten labeled with
horseradish peroxidase. The use of a neural network makes
it possible to discriminate between the analytes [10]. Sim-
ilarly, a competitive immunoassay with chemiluminescent
detection has been proposed for the screening of 2,4-D in
water samples [11].

The determination of free chlorine (HCIO, CIO~, Cl) is
important to suppliers, as well as to both domestic and in-
dustrial consumers because of its widespread use as a water
disinfectant. There are different visual or colorimetric test
strip procedures based mostly on the use of redox dyes, such

as benzidine-type [12,13] or on reaction with iodide and cel-
lulose type polymer [14].

In this paper, we develop a monolayer test strip proce-
dure to determine hypochlorite based on the measurement
of chemiluminescence produced in its reaction with fluores-
ceinate anion. The test strip proposed here offers enough se-
lectivity for its application to waters.

2. Experimental
2.1. Chemicals

All chemicals used were of analytical-reagent grade.
Reverse-osmosis type quality water (Milli-Q plus185 from
Millipore S.A.S 67120, Molsheim, France) was used
throughout. A standard solution of hypochlorite was prepared
fresh daily by diluting ca. 10% sodium hypochlorite solution
(Panreac, Barcelona, Spain), which was adjusted to pH 9.5
with 1072 M HCI and standardized by iodimetry. Fluores-
cein (CAS No. 171832) also from Panreac. For membrane
making we used D4 polyurethane hidrogel from Tyndall-
Plains-Hunter Ltd. (Ringo, NY, USA), poly(vinylchloride) of
high molecular weight (PVC), polyvinylpyridine (PVP), and
cellulose triacetate, all supplied by Sigma (Sigma—Aldrich
Quimica, SA, Madrid, Spain). Other chemicals were trib-
utylphosphate (TBP), tetrahepthylammonium tetraphenylbo-
rate (TFB) (Fluka, Buchs, Switzerland), Aliquat 336, tetrahy-
drofuran (THF). Silicagel 60 on aluminium sheet (Merck,
Darmstadt, Germany), anion-exchange gel Sephadex QAE-
25 (Sigma), weak anion exchanger paper Whatman DE-81
(Whatman, Maidstone, UK), sheets of Mylar type polyester
(Goodfellow, Cambridge, UK) were used as support.

2.2. Apparatus and software

CL emission was measured using a CL-1 Camspec lu-
minometer equipped with an external chamber for CL mea-
surement from standard UV—vis cells. This accessory con-
sists of a metallic rectangular box with a built-on cell holder.
The 12mm wide cell holder is made of a matte black
painted iron block that closes with a metallic lid to avoid
external light. The PMT is next to the cell and a switch
makes the measurement possible. The cell lid has a cen-
tral hole for sample introduction by means of a 6cm PVC
tube painted black. The whole accessory is shut with a
black metallic cover that has a hole similar to that of the
cell lid. To check the accessory, a LED-based test system
was used. The luminometer was interfaced to a Pentium III
microcomputer via an INT7-24 bit A/D integration board
for luminescence acquisition and subsequent manipulation
of data.

Fluorescence spectra were performed with a Cary Eclipse
fluorescence spectrophotometer with a peltier single cell
holder (Varian, Palo Alto, USA) and the absorbance spectra
of the test strips were measured with a Lambda 2 UV-vis
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Fig. 1. Set-up used for CL measurement.

spectrophotometer (Perkin-Elmer, Ueberlingen, Germany)
with a reflectance spectroscopy accessory.

The introduction of the sample was made by means of
a conventional syringe of different volumes with a double-
acting pneumatic system designed by us (Fig. 1) to improve
the reproducibility of the measurements.

Other apparatus and laboratory materials consist of a
laboratory-made spin-on device [15], a Crison (Crison Instru-
ments, Barcelona, Spain) digital pH-meter with combined
glass-saturated electrode and Hellma OS and QS 100 cells
with 1, 2, 5 and 10 mm light path.

Software programs used for the treatment of the data were:
CSW32 software package supplied by DataApex Ltd. v 1.2.5,
Prague, Czech Republic, 2001, used for the acquisition and
manipulation of the luminescence data; Statgraphics software
package (Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corpo-
ration, USA, 1992), ver.6.0 STSC Inc. Statistical Graphics
Corporations, USA, 1993.

2.3. Membrane preparation

The hypochlorite-sensitive test strips were prepared by
soaking for 5 min 10 mm x 90 mm strips of anionic cellulose
paper DE81 ina3 x 10~* M sodium fluoresceinate (pH 10.5)
(uranine) aqueous solution placed in a 50 ml petri dish. These
were then washed for 30 s with water in another petri dish
and later dried for 2 h at room temperature. Later, the yellow
coloured papers were cut into 10 mm x 9 mm size strips and
glued to a 10mm x 4cm x 0.5mm polyester type Mylar
sheet by means of a 7 x 10~4 M cellulose triacetate solution
in dichloromethane.

2.4. CL measurements

The light emitted from the test strip was measured directly
by the PMT with no wavelength discrimination. Unless stated

otherwise, peak height was measured as the luminescence
signal.

2.5. Procedure for samples and standards

An aliquot of an aqueous standard solution or a problem
containing between 2.0 and 52 mgL~! in hypochlorite was
prepared and the pH adjusted to 9.5 with NaOH or HCI so-
lutions depending on its pH, and 1 ml was taken with a 1 ml
syringe. A hypochlorite-sensitive test strip was placed on one
side ofa S mm cell, namely in front of the PMT, and after clos-
ing the accessory with the two lids, the sample was injected
into the cell through the PVC tube by means of the syringe
driven by a pneumatic piston, measuring the CL emission.
Calibration graphs were similarly obtained using hypochlo-
rite solutions of known concentration.

3. Resultsand discussion
3.1. Selection of solid support

From different xanthene dyes we selected uranine because
basic dyes such as Rhodamine 6G or Pyronin Y give higher
CL signals but proceed slowly [16].

We tested different types of membranes to retain fluo-
resceinate anions (uranine) and react with hypochlorite that
produce chemiluminescence. These were both membrane-
forming polymers that acted as an immobilisation matrix
such as D-4 polyurethane, PVP, PVC and cellulose acetate;
and solid supports that retained fluoresceinate by adsorption
or ion-exchange, such as silica gel supported on aluminium
plate, cellulose conventional filter paper and DE-81 cellulose
anion exchanger paper with amino as functional groups.

In the first case, the membranes were prepared from solu-
tions of polymers and uranine in a solvent and casting on a
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transparent support with a spin-on device or, alternatively, us-
ing a Sephadex-type anion-exchanger in fluoresceinate cycle
dispersed in a solution of hydrophilic polymer. In the case of
solid supports, membranes were prepared by adding a known
volume of an aqueous uranine solution with a micropipette
and drying at room temperature. In both cases, the amount of
dye per area unit was similar.

The reaction of the prepared membranes with 107> M
ClO™ solution carried out as indicated in the experimental
section, show that a higher CL signal was obtained for DE-81
anionic exchanger paper (100%), than for D-4 polyurethane
with uranine (74%), PVP (26%), and PVC (13%). The oth-
ers membranes do not respond to hypochlorite and cel-
lulose leach fluoresceinate in contact with water. We se-
lected DE-81 anionic exchanger paper as a solid phase for
the reagent due to its higher CL signal, shortest response
time, reproducibility, ease in preparation and possibility of
reuse.

3.2. CL reaction in solid phase

The uranine containing test strip shows a broad band with
the absorption maximum in the diffuse reflectance spectrum
at 510 nm (490 nm in solution) and after reacting with C1O~,
the maximum of the broad signal is red-shifted to 527 nm,
a slight red colour appearing on the strip. The fluorescence
emitted from the paper surface shows a Aexc = 517 nm and
Aem = 541 nm (Aexe =489 nm and Ay = 519 nm in solution)
and after reaction with the analyte, Aexc =518 nm and Aep =
547 nm. The chemiluminescence spectrum has an emission
maximum between 537 and 547 nm. These data show that the
reaction is sensitised by either uranine or a related substance.
Simultaneous to the CL reaction, the yellow ion exchanger
paper turns a not very intense red colour immediately after
hypochlorite addition and remains without change, except if
the hypochlorite concentration is very high, in which case the
day is totally bleached.

Additionally, the reagent fluorescein can exist in three
solid forms: colourless lactone structure, yellow zwitterion
structure and red p-quinonoid structure. In aqueous solution,
the yellow pH-dependent structure predominates, being the
more fluorescent totally deprotonated form.

The CL reaction mechanism can be explained in a similar
way to rhodamine 6G with hypochlorite [17] or other xan-
thene dyes [18,19], through the production of singlet oxygen
¢ 03) followed by the transfer of energy from singlet oxygen
to uranine. The singlet oxygen generation may be produced
by oxidation by means of hypochlorite of the carboxylate
group of fluoresceinate anion which renders a peroxyacid
which decomposes, producing singlet oxygen and regenerat-
ing the fluoresceinate anion. Additionally, the oxidative de-
carboxilation of fluorescein may produce a less soluble re-
lated compound that may be adsorbed in the cellulose fibbers
in its p-quinonoid red structure. As can be expected, the addi-
tion of hydrogen peroxide enhances the chemiluminescence
intensity.

3.3. Optimisation of test strip

The responses of the chemiluminescent test strip were op-
timised taking into consideration: (1) factors related to the
design and composition of the membrane (reagent concen-
tration, contact time, time of drying, and test strip design);
and (2) variables related to the hypochlorite reaction (pH,
ionic strength, hypochlorite concentration).

The membrane was prepared by soaking strips of the se-
lected anion exchange paper in a sodium fluoresceinate solu-
tion (pH 10.5) for 5 min. After retention, it was necessary to
remove the excess reagent because since it is retained both by
ion-exchange and adsorption, it presents different behaviours
depending on the retention process. The signal is higher and
faster for fluoresceinate retained by adsorption than for ion-
exchange, but the reproducibility of the membrane prepara-
tion is lower and suffers leaching from the membrane. Thus,
we washed the ion-exchange paper after reagent retention
with water to eliminate the adsorption effect, to the extent
possible. The strips were dried at room temperature for 2 h
before use.

As the use of prepared strips of paper offers poor handling
and reproducibility when the sample is injected, we chose to
cut the uranine paper into 10 mm x 9 mm pieces and glue
them with cellulose triacetate solution in dichloromethane in
a 10 mm X 4 cm transparent polyester strip. A higher signal
was obtained when the width of the uranine anionic paper is
10 mm, the width of the optical cell. Additionally, the height
of this paper on the polyester strip has some influence, being
higher at 16 mm from the bottom; so, in face to PMT.

To study the influence of the uranine concentration of the
soaking solution in the prepared test strip, we used solutions
from 103 to 10~* M with a constant soaking time of 5 min.
The higher CL signal was obtained using 3 x 10~* M (Fig. 2).
The decrease observed at higher concentrations could be due
to an autoabsorption of luminescence by uranine as suggested
by the overlapping of diffuse reflectance and luminescence
spectra of uranine in anionic paper. The use of higher soak-
ing times using the same uranine solution leads to the same
results, a decrease in the CL signal.

801

60

401

Cl relative signal

0 T T T T T
0.0 0.2 04 0.6 08 1.0 12
[fluorescein]/mM

Fig. 2. Influence of fluoresceinate concentration on test strip.
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The CL-emission of hypochlorite with the use of this test
strip is generated in the pH-range of 6-12, as is expected for
an oxidant that works in alkaline media. The curve of the CL-
emission with increasing pH shows two maxima, one at pH
7.0 and the other at pH 9.5; the CL-emission in the pH-range
of 7.0-9.5 shows a minimum; there is an increase of CL-
emission at the pH-range of 6.0-7.0 and a gradual decrease
beyond pH 10.0-13.0 (Fig. 3). The two maxima may be due
to the different processes involved. The formation of perox-
yacid is more efficient at a pH where the parent carboxylic
acid is fully dissociated (pK3 = 6.36) and the hypochlorite
is protonated (pK, = 7.53) [17], which could account for the
first maximum. The rise of the second maximum resembles
the variation of [C1O~]/[HCIO] ratio as a function of pH and
could indicate that both hypochlorite species may be effective
in producing the CL-species. Additionally, the production of
singlet oxygen from peroxyacids is favoured at high pH val-
ues. A similar behaviour has been described for the oxidation
of pyrogallol with hypochlorite [20]. It is posible to work at
either of the two pH values (7.0 or 9.5), but (7.0 or 9.5) but
the precision is higher working at pH 9.5, and thus this value
was chosen.

The influence of the ionic strength is very high on the CL
signal, producing an exponential decrease in the signal. Thus,
the use of a 0.01 M in NaCl at the pH selected leads to a 78%
decrease in the signal. This behaviour agrees with the results
found for CL reaction of hypochlorite with uranine [21] and
rhodamine 6G [16] in solution. The pH of the sample was
adjusted to 9.5 with 0.1 M NaOH or 0.1 M HCI though not
with a buffer because of the depressing influence of ionic
strength on CL signal.

The sample volume influences the CL signal. For this
study, we used four optical cells (1, 2, 5, and 10 mm), in-
jecting volumes of 0.3, 0.7, 1.5, and 2.0mL in such a way
that in all cases the CL membrane was covered by solution.
The CL signal rose up to 1.5mL and then stayed constant
because the increases in distance from membrane to PMT
cancels the effect (the signal increased 3.5 times from 0.3 to
1.5mL). Consequently, we used a 5 mm path width cell for
subsequent experiments.

The use of manual injection with a conventional syringe
led to results with poor reproducibility as was to be expected
(at least relative standard deviation, R.S.D. 16%). To improve
the reproducibility of the injection we designed a pneumati-
cally operated automatic system (2 bar) to inject the sample
into the CL chamber by means of a conventional syringe
(R.S.D. 6%) (Fig. 1).

The CL response of the test strip to the hypochlorite con-
centration was studied between 10~ and 10~2M at pH
9.5. The dependence shows two linear stretches with dif-
ferent slopes, the first up to 2 x 10~*M and then be-
tween 2 x 107* and 2 x 10~> M with a lesser slope. For
higher concentrations, the CL remains constant. These re-
sults are something similar to those found by Irons and
Greenway [17] in the calibration of hypochlorite using rho-
damine 6G as a reagent in a flow system, two stretches,
the first exponential and the second linear. This can be ex-
plained by an energy pooling mechanism that overcomes
the problem that one molecule of singlet oxygen does not
carry sufficient energy to excite sensitising substances, as
is the case. This mechanism predicted an exponential rela-
tionship between CL intensity and concentration at low lev-
els of singlet oxygen and a linear relationship at high levels
[22].

We observed that hypochlorite test strips are reusable with-
out any special preparation except a brief immersion in water
and a shaking off of any solution droplets. For intermediate
concentrations — (5 x 10~* M) of the calibration function —
we found that the test strips can be reused at least 30 times
(Fig. 4). This is consistent with the proposed hypothetical
CL mechanism because the fluoresceinate is not consumed,
or only consumed in very small amounts, during reaction.
Taking into account the ion exchange capacity of the sup-
portused (1.7 wEq cm™2), the amount of fluoresceinate anion
fixed in the strip is 1.53 wEq, amount insufficient to explain its
reuse.

The lifetime of the test strip, preserved in usual conditions
when protected from light, was checked over 4 months with-
out any variation in its precision, by using a series of prepared
strips and regularly checking their response to a given analyte
concentration (5 x 10™* M).
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Fig. 4. CL value for replicate measurement using the same test strip.
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3.4. Analytical parameters

As analytical signals, height or area of the CL peaks can
be used (Fig. 5), but the use of height produces better pre-
cision. The analytical functions were obtained by means of
two sets of calibrations composed of 4 and 6 standards with
six replicates of each standard. The linearity of the analytical
curves was tested by applying a lack-of-fit test. Under the
recommended conditions, there are two linear relationships
between the analytical signal, i.e. CL intensity and hypochlo-
rite concentration, the first over the range 2.0-10.3mgL~!
(4 x 1075 to 2 x 10~*M) and the second from 10.3 to
51.4mgL~" (2 x 10™* and 10~3 M). The IUPAC detection
(k = 3) and quantification limits (k= 10) determined from ten
blanks were 0.4mgL~! (8 x 107M) and 1.5mgL~! (3 x
1073 M), respectively.

The precision using the same disposable test strip, ex-
pressed as relative standard deviation, was obtained at a
hypochlorite concentration of 4 x 10~* M and 10 replicates
of each one and has a value of 6.6%. The repeatability using
different test strips was determined as above, using the same
concentration and also 10 replicates of each one, and has a
value of 12.3%. This value indicates that the precision in the
construction of the strips represents the main contribution to
the repeatability of the proposed procedure. Table 1 shows
these and other analytical parameters.

Table 1
Analytical figures of merit

Parameter Value
4% 105 t02 x 1074

First linear range (M)

2 0.995

Second linear range (M) 2x 107*t0 1073
r? 0.992

Detection limit (M) 8 x 100
Quantification limit (M) 3x107°

Cost (€/strip) 0.05

R.S.D. (%) intramembrane 6.6

R.S.D. (%) intermembrane 12.3

In order to check the effects of concomitant species
commonly present in natural waters on the CL signal for
hypochlorite, a study was carried out. Using a hypochlorite
level of 5 x 1075 and 5 x 10~*M in concomitant species
such as Ca(II), Mg(II), Zn(IT), Cu(IT), Fe(IIT), C1~, SO42~,
CO3%~, and NO3~, these species did not interfere, but NH3
suppressed the CL signal due to chloramine formation. The
presence of Fe(III) or Cu(Il) prevents the interference of am-
monia by catalysing the chloramine decomposition. An in-
teresting feature of this test strip is the non interference of
chloramines.

3.5. Application of the test strip

The accuracy of the method was established by means of
a recovery study in waters with different degrees of miner-
alization spiked at two concentration levels of hypochlorite.
Table 2 shows the recovery rates obtained, which ranged be-
tween 91.0 and 103.4%. In order to assess the usefulness
of the proposed chemiluminescent test strip for the determi-
nation of hypochlorite, it was applied to its determination
in different types of waters (industrial, well, and swimming
pool) samples. Table 3 shows the results obtained using the
proposed test strip and the DPD spectrophotometric methods
[23]. This table includes the mean values from three determi-
nations of each sample, standard deviations of these measure-
ments and the probability value (Py,) of the test used for the
comparison of the results obtained for both methods. As can

Table 2

Recovery study

Mineral water Added Recovery Recovery
(mM) (mM) (%)

Gerona, Spain (strong) 0.30 0.28 93.3
0.50 0.47 95.4

Cordoba, Spain (weak) 0.30 0.29 98.0
0.50 0.52 103.4

Gerona, Spain (weak) 0.25 0.24 97.1
0.55 0.56 102.1

Madrid, Spain (very weak) 0.30 0.29 99.7
0.50 0.45 91.0

Table 3

Determination of hypochlorite in waters by proposed and reference
procedures

Matrix Teststrip S Reference S Pyal

(mg/L) method (%)

(mg/L)

Swimming pool water 1 4.9 0.5 4.6 03 521
Swimming pool water 2 5.0 0.6 5.2 03 64.6
Cooling water 1 21 23 23 1.3 233
Cooling water 2 28 36 29 23 843
Well water 1 9.0 0.8 9.3 0.5 645
Well water 2 7 1.0 6.1 04 355
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be seen, the results obtained for both methods are statistically
similar.

4. Conclusion

A simple and selective chemiluminescence test strip for
the determination of hypochlorite in water has been proposed.
The test strip comprises a membrane of anion exchange paper
in fluoresceinate cycle affixed to an elongated support mem-
ber which serves as a convenient handle. The test strip pro-
cedure offers sufficiently good repeatability, can be reusable,
is simple to prepare and use, is environmental friendly due
to its low disposal and may be considered as an inexpensive
alternative for obtaining analytical information.
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A new chemiluminescence-based one-shot biosensor for lactate is described. The lactate
recognition system is based on lactate oxidase (LOx) and the transduction system consists
of luminol, peroxidase from Arthromyces ramosus (ARP) and metallic aluminum, all immo-
bilized in a polyion complex membrane. The measurement of the chemiluminescence in a
luminometer when 1 mL of sample is injected into a conventional cell containing the dis-
posable sensing membrane makes it possible to determine lactate. The compositions of the
membrane and reaction conditions have been optimized to obtain adequate sensitivity. The
one-shot biosensor responds to lactate rapidly, with the typical CL acquisition time being
2 min, with a linearized logarithmic dependence whose dynamic range was from 5 x 10~> to
4 x 10~ with a detection limit of 9.2 x 10-°M and a sensor-to-sensor reproducibility (rela-
tive standard deviation, R.S.D.) of 5.5% at the medium level of the range. The performance of
the chemiluminescent one-shot biosensor was tested for the analysis of lactate in yoghurt,
validating the results against an enzymatic reference procedure. The proposed method is

quick, inexpensive and sensitive and uses conventional CL instrumentation.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

L(+)-Lactate is produced in the anaerobic metabolism of glu-
cose and its determination is of interest in clinical analysis,
sports medicine and food analysis. The measurement of lac-
tate is routinely performed with liquid chromatography [1],
spectrophotometry [2] and amperometry, mainly with enzy-
matic electrodes [3]. Lactate analysis is needed in different
fields such as food, sports medicine and health. In foodstuffs,
lactate is produced by bacterial fermentation and is an essen-
tial component related to the manufacture of cheese, yoghurt,
milk, and more, making monitoringlactate an important qual-
ity control parameter.

The rapid evaluation of blood lactate levels that are needed
to determine the optimal workload for athletes, soldiers or
workers in the field or to evaluate patients or animals in a
point of care unit, can be performed with one-shot sensors

* Corresponding author. Tel.: +34 958248436; fax: +34 958243328.
E-mail address: lcapitan@ugr.es (L.F. Capitan-Vallvey).

0003-2670/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.aca.2008.09.028

[4]. Different types of one-shot sensors have been described
for lactate and some of them are on the market, especially
the fitness market, for use with portable handheld mon-
itors, small benchtop monitors and freestanding monitors
[5].

Most of the one-shot sensors described for lactate are based
on enzymatic dry chemistries, on the usual basis of lactate oxi-
dase (LOx) [6] and lactate dehydrogenase [7] with photometric
[8] or amperometric transduction [9,10]. The chemilumines-
cent (CL) transduction [11] commonly based on enzymatic
schemes, mainly lactate oxidase/peroxidase/luminol [12] and
lactate dehydrogenase/NADH/bioluminescent enzymes [13]
have been implemented in different types of flow [14,15] or
fiber optic formats [12]. However, chemiluminescent detection
has been used to a much lesser extent in one-shot sensors
despite its advantages of high sensitivity and simple instru-
mentation, because of the more complex immobilization of
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all the chemistries needed and the need of time control of CL
measurement.

Chemiluminescent one-shot sensors described up to date
are mainly enzymatic or immunological and the CL mea-
surement is carried out by a luminometer [16,17], a portable
scanning luminometer [17] or different types of photographic
films, especially instant photographic film [18-20], with a
densitometer or a scanner [21] or even including the photo-
graphic film in the analytical element as a photoresponsive
layer [22].

Different enzymatic chemiluminescent one-shot sensors
have been described that typically are multilayered elements
containing the immobilized reagents. These reagents can be
located: (1) in one reagent layer as the described glucose sensor
containing luminol, glucose oxidase and peroxidase in a mix-
ture of gelatine and 1,2-bis(vinylsulfonylacetamido)ethane
[23] or encapsulated in osmosensitive microcapsules to
improve their lifetime; and (2) in several layers, as is the case
with a described glucose sensor with enzymes in a micro-fiber
glass disk and luminol in a cellophane membrane studied by
Carter et al. [18].

One example of a non-enzymatic one-shot sensor has been
proposed for hydrogen peroxide in rainwater based on a mem-
brane of hydroxyethyl cellulose containing cobalt chloride as
a catalyst and a surfactant [24].

Different heterogeneous and homogeneous chemilu-
minescent one-shot immunoassays have been described
including nucleic acid hybridization assays, immunochemical
assays such as sandwich assays, competitive binding assays
and direct binding assays.

In the case of this heterogeneous assays the separation
of unbound label compounds as well as interfering sample
components from the reaction zone prior to the CL mea-
surement can be accomplished by washing and removing
the washing liquid with an adjacent absorbent layer. The
application of a solution detection chemistry (luminol, hydro-
gen peroxide, surfactants, enhancers) triggers the CL reaction
[16,17,25-27]. Alternatively, after washing the unreacted label
from the membrane, a piece of paper wetted with CL chem-
istry can be placed next to this membrane to unleash CL
emission [28]. In the case of homogeneous formats, a three-
zone sensor is proposed. The second zone traps the unreacted
labeled ligand coming from the first zone. The third zone
contains the chemistry necessary to trigger the CL response
[29].

The use of these one-shot chemiluminescent sensors is
widespread and examples have been cited for hydrogen per-
oxide [24], hypochlorite [30], glucose [18,23], theophylline
[29], the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid [28], the
herbicides atrazine, terbythylazine and ametryn [16], 4-n-
nonylphenol [17], human chorionic gonadotropin [27], and
DNA hybridization assays [19,26], among others.

The aim of this study was to develop and characterize
an one-shot chemiluminescent biosensor for lactate, select-
ing yoghurt as an interesting and representative application,
based on the generation of hydrogen peroxide by the couple
lactate oxidase and peroxidase in the presence of metallic alu-
minum and subsequent reaction with luminol, which includes
all the reagents and processes needed for the assay in one
single membrane.

2. Experimental

2.1. Chemicals

All chemicals used were of analytical-reagent grade. Reverse-
osmosis type quality water (Milli-Q Plus185 from Millipore
S.A.S 67120, Molsheim, France) was used throughout. L-(+)-
Lactate 10~2molL~! stock solutions in water were prepared
using L-(+)-lactate lithium salt 97% from Sigma (Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Madrid, Spain) which was standardized by
iodimetry. Solutions of lower concentrations were prepared
by dilution with water. Other solutions used were Tris 0.1M
buffer from Trizma base 99% (Sigma) which were adjusted to
different pH by adding NaOH or HCL

The CL reaction were carried out by the following reagents:
10-2M luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione)
stock solution from 97% (Sigma), lactate oxidase (LOx) from
Pediococcus species, 391U mg?, from Sigma, peroxidase from
Arthromyces ramosus (ARP), 7581Umg?, from Fluka (Fluka,
Madrid, Spain) and powder aluminum metal (<75 pm particle
size) from Sigma.

For membrane making we used D4 and D6 polyurethane
hydrogel, 60gL~!, from Tyndall-Plains-Hunter Ltd. (Ringo,
NY, USA); polyvinyl triacetate, cellulose triacetate, the poly-
cation poly-1-lysine (PLL) hydrobromide (MW 84,000 gmol~1)
and polyanion poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS) (MW
70,000 gmol~1) 30 wt% (density 1.16 gmL~') solution in water,
all supplied by Sigma. As support for membranes we used
sheets of Mylar-type polyester (Goodfellow, Cambridge, UK),
both transparent and also opaque colored sheets and a
metallized plastic mirror. Additional chemicals were tetrahy-
drofuran (THF), as a solvent, and the anion-exchange resins
Sephadex QAE-25 and DEAE, and IRA 400 chloride form, all
supplied from Sigma.

2.2 Enzyme preparation

The LOx solution was prepared taking 1.40 mginto a 1 mL of pH
8.8 Tris buffer 0.1 M and conserved in Eppendorf tubes (60 uL)
at —20°C. For ARP preparation, 0.22 mg was taking in 100 pL of
pH 8.8 Tris buffer 0.1 M and conserved in Eppendorf tubes at
—20°C.

2.3. Apparatus and software

CL emission was measured using a CL-1 Camspec luminome-
ter equipped with an external chamber for CL measurement
using standard UV-visible cells, previously described [30]. This
accessory consists of a metallic rectangular box with a built-
on cell holder. The 12 mm wide cell holder is made of a matte
black painted iron block that closes with a metallic lid to pre-
vent external light from entering. The PMT is next to the cell
and a switch makes the measurement possible. The celllid has
a central hole for sample introduction by means of a 6 cm PVC
tube painted black. The whole accessory is shut with a black
metallic cover that has a hole similar to that of the cell lid. To
check the accessory, a LED-based test system was used. The
luminometer was interfaced to a Pentium III microcomputer
via an INT7—24 bit A/D Integration board for luminescence
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Fig. 1 - Instrumental setup for lactate determination.

acquisition and subsequent manipulation of data. The intro-
duction of the sample in the luminometer was made by means
of a conventional syringe of different volume with a double-
acting pneumatic system designed by us (Fig. 1) to improve the
reproducibility of the measurements.

Other apparatus and laboratory materials consist of a
laboratory-made spin-on device [31], a Crison digital pH-meter
(Crison Instruments, Barcelona, Spain) with combined glass-
saturated calomel electrode and Hellma OS and QS 100 cells
with 1, 2, 5 and 10 mm light path.

Software programs used for the treatment of the data were:
CSW32 software package supplied by DataApex Ltd. v 1.2.5
(2001) (Prague, Czech Republic) used for the acquisition and
manipulation of the luminescence data; Statgraphics software
package (Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corpora-
tion, USA, 1992), ver4.0 (1993).

2.4. Membrane preparation

The lactate-sensitive membranes were produced from a cock-
tail containing all the chemicals on a polyester substrate using
a spin-coating technique. For the preparation of the cock-
tail the following procedure was used: to 3.50mg of luminol
were added 200 pL of 2 x 102 M NaOH in a 3mL glass vial and
this was ultrasonically treated for 15 min. Then, 1753 pL of pH
8.8 Tris buffer 0.1M were added to the vial and shaken just
1min and consecutively 1.68 mg of PLL, 9 uL of ARP peroxidase
(15,5001UL~1) and 57 uL of LOx (710IUL-!) were added and
shaken a minute after each addition. Finally we mixed 28.6 pL
of an ultrasonicated solution for 5min containing 10~ M PSS
and a mixture of dispersed powdered aluminum 2.96 x 10~3 M.
The vial containing all chemicals was shaken for 2 min before
use.

The disposable biosensors were cast by placing 30 pL
of the cocktail prepared previously by a micropipette
on a 9.0mm x44mm x 0.5mm dust-free thick transparent
polyester sheet using a homemade spin-coater [31] rotating at
90 rpm. After spinning for 1 min, the membrane was removed
from the spin coater and dried at room temperature for 4h
and then stored in refrigerator at 4 °C. The sensing area of the
disposable biosensor is a 9 mm of diameter translucent circu-

lar film with a calculated thickness about 6 um, considering
the membrane as a cylinder and the density of the chemicals.

2.5. Procedures

2.5.1. Procedure for samples and standards

An aqueous standard solutions of lactate containing between
5x 107° and 4 x 10~3 M in lactate with the pH adjusted to 8.8
with Tris buffer 0.1M, was taken in a 1 mL syringe. A lactate-
sensitive biosensor was placed on a 5mm cell in front off the
PMT of the cell holder of the luminometer external chamber.
After closing the external chamber with the two lids, the sam-
ple was injected into the cell through the PVC tube by means
of the syringe driven by a pneumatic piston, then measuring
the CL emission without wavelength discrimination.

2.5.2. Reference procedure

As a reference procedure we used the enzymatic bioanalysis
Boehringer Mannheim UV-Kit method from r-Biopharm AG
(ATOM S.A., Barcelona, Spain) [32] for the determination of
L-lactate in foodstuffs and other materials. The sample prepa-
ration used consists of mixing 2g of yoghurt with 98 mL of
water with an electric mixer, filtering and using 0.10 mL of the
filtrate for the assay.

2.5.3. Treatment of samples

For the analysis of yoghurt samples, an adequate amount (typ-
ically 2 g) was weighed, mixed and homogenized with 200 mL
of water and then filtered the solids through a conventional
filter of paper (0.217 mm thick with 20-25 p.m pore size) (Albet,
Valencia, Spain). Then the procedure previously described was
applied.

3. Results and discussions
3.1.  Immobilization of the reagents for the recognition
chemistry

The first step for the study of this one-shot chemilumines-
cent biosensor for lactate based on the atmospheric oxidation
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Fig. 2 - Influence of the composition of polyion complex membranes on light intensity. (A) PLL/PSS molar ratio in forming
complex polyion membranes; (B) influence of PLL concentration at 0.1 PLL/PSS ratio. Each point was replicates five times

with new biosensor each.

of lactate catalyzed by LOx and the subsequent reaction
of hydrogen peroxide with luminol in basic medium cat-
alyzed by peroxidase is to prepare a membrane containing
all of the reagents needed to make the lactate recognition
possible.

To include all these reagents in a membrane, we tested dif-
ferent immobilization systems; namely, (1) entrapment using
D-4 and D-6 polyurethane, PVA and cellulose acetate; and (2)
ion-exchange using polyion complex layer. The relative CL sig-
nals obtained were very different: PVA (0.4%), cellulose acetate
(1.3%), D6 (0.1%), D4 (0.8%), and polyion complex (100%). The
bestresults were obtained using a polyion complex membrane
formed by reacting a linear polycation, such as poly-L-lysine,
in the presence of anionic LOx, with a linear polyanion, such
as poly-4-styrenesulfonate [33].

We initially tested two possible membrane arrangements:
(1) a two membrane configuration with one membrane con-
taining the lactate recognition chemistry - LOx - and the other
containing the CL transduction — ARP and luminol —; and (2)
only one membrane containing all reagents. Although it has
been described that enzyme compartmentalization improves
the performance of the sensor [34], we did not succeed prepar-
ing a two layer configuration efficiently using the polyion
complex. Consequently, we included all the reagents in a sin-
gle membrane.

The peroxidase selected was A. ramosus instead of
horseradish peroxidase (HRP), due to its faster catalysis [35]
because ARP binds luminol in specific sites [36].

In all cases the membranes were prepared from solutions
of polymers and reagents in a solvent which are cast on a sup-
port with a spin-coating technique. We tested different types
of solid supports for the sensing layer: transparent colorless
and different opaque colored polyester and metallized plas-
tic mirror in order to increase the CL signal, but the results
were very similar in all cases. Then, we chose the transparent
polyester strip as a convenient support.

We observed that signal produced by the sensing mem-
brane using the polyion complex is two times higher than
the same reaction in solution using the same reagents and
experimental setup.

3.2 Optimization of lactate one-shot biosensor
composition

Once the membrane materials had been selected, we studied
different factors related to the membrane making, including
the concentration of chemicals and membrane polymers. All
these factors were studied univariantly. In all cases the param-
eter to optimize was the CL relative signal, that is, the CL
signal for lactate subtracting the CL background produced in
the absence of lactate.

The first factor to consider when preparing the membranes
is the pH of the cocktail used to make the membranes. As
the pH for maximum enzymatic activity of LOx (pH 7.5 [37])
and ARP (pH 9.5 [38]) are quite different, an 8.8 pH buffer is
used first for the subsequent study as a compromise for opti-
mum enzymatic activity and stability. The optimization of the
working pH is studied in Section 3.3 below. The initial enzyme
concentrations used according to the literature were: 15,500
IUL-! for ARP [37], and 140IUL~? for LOx [39].

3.2.1.  Polyion complex layer composition
The mixture of PSS and PLL produce a white precipitate that
forms a membrane by evaporation. To find the best compo-
sition we studied the molar ratio PLL to PSS. Two solutions
containing LOx, ARP, with luminol along with PLL in one of
them, and PSS in the other were used, preparing different
membranes on a Mylar polyester support by mixing different
volumes, casting with a spin-on device system, and measuring
the CL emission at4 x 10~% M lactate (Fig. 2A). The best PLL/PSS
ratiois 0.1 which can be related to: (1) the electric charge of the
membrane; thus, the PLL must be in excess to electrostatically
interact with all the anionic reagents - LOx, ARP and luminol
- and at the same time offer a positively charged membrane
to allow the permeation of lactate; and (2) the thickness of
the membrane which increases with the PLL/PSS ratio slowing
the entrance of the lactate and hence decreasing the signal.
A lower ratio than 0.1 produces brittle membranes and worse
responses.

To study the dependence of the thickness of the mem-
brane (between about 5 and 100 pm), a number of biosensors
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were prepared with the optimum PLL/PSS ratio (0.1) but using
different polymer concentrations. It was observed that the
higher the polymer concentration, and thus a higher thick-
ness, the lower the CL relative signal is (Fig. 2B). We selected
1.33 x 107> M in PLL and 9.52 x 10~7 M in PSS solutions for the
preparation of the sensing membranes; due to the increase in
the signal (13%) and the speed of the response (32%) observed
with respect to the maximum values shown in Fig. 2A, con-
centrations less than the above cannot be used because they
produce brittle membranes that dissolve in contact with any
solution.

3.2.2.  LOx and ARP influence

To optimize the concentration of both enzymes, we prepared
one-shot biosensors using a constant ARP concentration, at
a usual value of 15,5001UL~1[35], and modified the LOx con-
centration between 140 and 1000IUL~!. Then, and using the
optimum LOx concentration found, we studied the ARP influ-
ence between 1500 and 110,000 1U L~2. Taking into account the
Km constants (Km ARP: 7 x 1076 M [35], Ky LOx: 9.3 x 1073 M
[38]) and the concentration of both enzymes ([ARP]>[LOx]),
we confirmed, considering the Michaelis-Menten equation,
that LOx becomes the limiting factor, producing a more sen-
sitive lactate biosensor. Fig. 3A shows the results obtained for
both enzymes. The CL increases with LOx concentrations up
to 710IUL-1. Then, the CL relative value reaches a plateau
due to an excess in enzyme concentration with respect to the
substrate. In the case of ARP, a maximum in the CL relative
signal is observed which then decreases as a consequence of
the contribution of the blank signal, which increases with ARP

CL relative signal
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concentration, decreasing the CL relative signal, because of a
reaction between luminol and ARP [40]. The optimum enzy-
matic charge in the membrane corresponds to 0.021IU LOx
and 0.461U ARP.

3.2.3.  Luminol dependence

The CL relative signal increases with luminol concentration
(Fig. 3B) up to 10~3 M, decreasing then slightly. This fact has
been described for CL in solution [37,41] and justified by Misra
and Squatrito [42] as due to the accumulation of products or
dismutation of reactive intermediates rather than the deple-
tion of reagents.

3.2.4. Aluminum role

We observed that the incorporation of powdered aluminum
metal (Al) into the membrane increases the CL relative signal.
Thus, the use of a small Al amounts in the membrane induces
the magnitude enhancement in the CL relative signal more
than two orders and reduces the experimental errors without
increasing the blank signals. To optimize the Al content we
prepared different biosensors containing dispersed Al parti-
cles (diameter <75 um) ranging from 5.9 x 1075 to 4.7 x 10~* M.
An increase in CL relative signal with Al concentration is
observed up to 1.2 x 107 M, decreasing then (Fig. 3C). Thus,
this concentration was used afterwards, which meant a molal-
ity of 1.82 x 10~® m in Al in the dry thin sensing membrane. At
Al concentrations in molarity higher than 1.2 x 10~* M, the CL
emission slows down. In order to clarify this phenomenon,
Fig. 4 has been included, which shows only the CL emission
of Al at higher concentrations (the blanks are not represented
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Fig. 3 - Effect of enzymatic contribution to CL relative emission signal. (A) The ARP curve (a) reaches a maximum at
15,500 1U L-! decreasing then. The LOx curve (b) increases with concentration given a plateau at 710U L. (B) Luminol
dependence. (C) Aluminum dependence. (D) pH dependence. Each point was replicates five times with new biosensor each.
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Fig. 4 - Effect of Al concentration in membrane on CL
emission at pH 8.8. (a) 1.2 x 10~*M Al; (b) 10~3 M Al; ()
10-2M Al; (d) 10~1 M Al; () membrane prepared on an Al
plate.

but they decrease the same way as the lactate signals). It is
easy to see that there is a change in the emission pattern
with a progressive decrease in CL emission (Fig. 4, curves a—e)
suggesting a major contribution of one of the three reactions
that take place in the medium (lactate to pyruvate by LOx;
luminol-ARP-H;0;; luminol-Al-H;0;). The reaction that is
intensified is the slow luminol-Al-H, O, reaction, as described
by Kulmala et al. [43], which is explained in more detail later
in the paragraph on the CL mechanism.

3.2.5. Biosensor preparation

The composition of the sensing membrane discussed above
was studied preparing the biosensors with 20 pL of cocktail
in a spin-on-device system. The use of different volumes
(10-40 L) of optimized cocktail means an increase of some
23% in the CL signal and change the relative standard devia-
tion (R.S.D.) values from 12.4% (10 pL) to 3.0% (30 nL). The R.S.D.
is reduced some 75%, thus increasing the precision. 30 pL was
therefore chosen to prepare the sensing membrane because
the use of higher volumes exceeds the size of the plastic sup-
port used.

3.3.  Optimization of experimental conditions

The pH dependence (Fig. 3D) shows maximum CL emission at
9.5 working at a constant lactate concentration (10~4 M). How-
ever, the variation in the CL relative signal with the lactate
concentration is very low at this pH because a small discrim-
ination between different lactate concentrations is observed.
Additionally, the R.S.D. at this pH is high (25%). The use of a
lower pH gives lower CL relative signals but better sensitivity
for lactate, with the optimum pH being at 8.8 if we take into
account the contribution of the standard deviation of the CL
signal (see error bars in Fig. 3D). The selected pH was 8.8 con-
sidering sensitivity and the S/N ratio and was adjusted with
Tris buffer due to better lactate discrimination. The explana-
tion for the higher signal observed at pH 9.5 is due to the higher
enzymatic activity of ARP at this pH [28,44]. Additionally at this
PH, the production of H,0, catalyzed by LOx is very low, but the
efficiency of the luminol-ARP reaction is very high because of
the enzyme and also because of the luminol, whose reactivity
increases with pH up to pH 11 [37].
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Fig. 5 - Effect of membrane composition on CL emission. (a)
Al and luminol plus buffer; (b) Al and luminol plus lactate;
(c) ARP and luminol plus buffer; (d) ARP and luminol plus
lactate; (e) ARP, luminol and Al plus buffer; (f) ARP, luminol
and Al plus lactate. All the membranes include LOx
(7101UL™Y). In all cases the concentrations were: Al

1.2 x 10~% M; ARP 15,500 IUL~1; luminol 10-3M and lactate
6x 10~ M.

The dependence of Tris buffer concentration in the mem-
brane was studied between 10~* and 0.1M, showing a
decreasing in the CL relative signal with the precision wors-
ening when the buffer concentration increases. This decrease
was described by Sakharov [45] working with peroxidases like
ARP and HRP in solution. As a compromise solution for higher
signal and precision, we chose 10-2M buffer. Similarly, the
same effect is observed when salts, such as NaCl, increase
their concentration from 104 to 0.1 M. Both behaviors could
be explained by an osmotic pressure effect; that is, at a high
concentration of salts in the sample solution, the polyion
membrane lowers the lactate entrance, generating a weaker
CL emission.

To study influence of the sample volume, we used four opti-
cal cells (1, 2, 5, 10 mm) with the biosensor membrane placed
on the side far away from the PMT, and injecting sample vol-
umes of 0.3, 0.7, 1.0, and 2.0mL, respectively, in such a way
that in all cases the CL biosensor was covered by the solu-
tion. The CL relative signal rose up to a volume of 1 mL staying
constant at higher volumes, because the increases in distance
between the membrane and the PMT cancel the effect. Thus,
we selected a 5mm path width cell for the rest of the study. In
all cases and to increase the precision of the injection of the
sample, we use a pneumatically operated automatic system
(2bar) to inject the sample into the CL cuvette by means of a
conventional syringe [30].

The reuse of the same membrane with new lactate solution
provides decreasing CL readings of some 25% each time, for
which reason the membrane is only appropriate for one-shot
use.

3.4.  Characteristics of CL signal

The injection of a blank solution containing only pH 8.8 Tris
buffer in the cuvette housing the disposable membrane, gen-
erates an initial CL signal (<5s) that decreases over time to
disappear (Fig. 5e). In the case of lactate containing solu-
tion, the initial signal is typically more intense, although
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with low precision, and maintains over time up to some
30s decreasing then slowly (Fig. 5f). In order to obtain the
best CL relative signal, that is the CL lactate signal (Fig. 5f)
subtracting the CL background produced in the absence of
the analyte (blank) (Fig. 5e), we studied its evolution over
time in the presence and absence of lactate showing maxi-
mum at 30s, although the acquisition at 2min improves the
precision.

3.5. CL mechanism

When the lactate membrane (containing luminol-LOx-ARP)
comes into contact with the pH 8.8 buffer, an initial CL emis-
sion is observed that decays to a steady state signal (Fig. 5c).
This blank could be explained by the reaction of luminol with
ARP due to traces of oxidants such as Compound I in the ARP
and/or peroxides in the luminol [40,46].

The introduction of lactate in the membrane produces the
oxidation of the lactate to pyruvate because of the oxygen cat-
alyzed by LOx produces H,0;, which slowly reacts with luminol
with concomitant CL emission (Fig. 5d). The use of peroxi-
dases such as ARP catalyzes the luminol oxidation through
a three-step pathway [37] that concludes in the formation of
an excited 3-aminophthalate dianion which finally produces
CL, enhancing the light emission [47].

The inclusion of powdered metallic aluminum in the sens-
ing membrane improves the CL relative signal [48]. Therefore,
in the presence of ARP and metallic Al, a fast CL emission
occurs that is maintained over time (Fig. 5f). This growth in CL
emission by Al could be related to the more efficient turnover
of ARP through the reactive intermediate Compound I produc-
tion by radicals generated from H,0; by Al. Fig. 5e shows the
effect of Al on the blank. The introduction of Alinto the mem-
brane does notincrease the blank signal because Al only reacts
in the presence of H,0;, confirming the mechanistic role
of Al

In the absence of ARP but in the presence of Al, the CL blank
emission does not work at pH 8.8 [43] (Fig. 5a); even though
with the H,0, formed by LOx at the expense of the lactate,
only a slight emission occurs that cannot be compared with
CL in the presence of ARP (Fig. 5b).

3.6. Analytical parameters

The analytical function was obtained by means of a calibra-
tion set composed of five standards with five replicates of
each standard between 5 x 10~° and 4 x 10~3 M and using 30s
and also 2min (Fig. 6, curves g and h) as acquisition time.
The observed dependence between the CL relative signal and
lactate concentration in both cases (30s and 2min) is a loga-
rithmic curve that was linearized using: I= A x log[lactate] +b.
The sensitivity is higher by a factor of 2.5 when an acquisition
time of 30s is used (Table 1).

This observed analytical function is not common with lac-
tate sensors. Generally, a linear analytical function for lactate
is reported in FIA or SIA procedures [18,49,50] and a log-log
dependence is described in fiber optical sensors with immo-
bilized enzymes [34,51].

As the calibration function is logarithmic, the detec-
tion limits were obtained using the standard criteria [52]
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Fig. 6 - Calibration curves. CL. measurement curves from
different lactate concentrations: (a) blank; (b) 2 x 10~4M; (c)
6 x 10~*M; (d) 8 x 10~4M; (e) 10~3 M; (f) 2 x 1073 M; (g)
linearization graph at 30 s representing CL relative signal
(Yiactate — Yblank) VS. lactate concentration logarithm; (h)
linearization graph at 2min representing CL relative signal
(Yiactate — Yblank) VS. lactate concentration logarithm.

DL =y} +3sp, where yy, is the average blank signal and sy, is the
standard deviation of blank, which was determined from 10
blanks (R.S.D. 5%). The detection limits found were 9.2 x 106
and 3.5 x 10~>M for 2min and 30s acquisition time, respec-
tively, due to different precisions obtained in both cases.

The repeatability, as relative standard deviation, obtained
using 10 different one-shot biosensors at different lactate con-
centrations was around some 3-8% at 2 min and 10-15% at 30s.
Taking into account the precision figures, we prefered to use
2min as acquisition time for this lactate one-shot biosensor.

The lifetime of the one-shot biosensor, keep away from the
light and protected at 4°C, was studied by using a series of
prepared biosensors and regularly checking their response to
an analyte concentration of 4 x 10~ M. The lifetime obtained
was over 1 month (average signal 33.8 +2.4; decreasing at 22
days: 1.0%; at 30 days: 10.1%; at 35 days: 45.6%, at 45 days:
95.1%), which is acceptable for this type of biosensor and
coincides with the long-term stability study of amperomet-
ric lactate biosensors based on LOx immobilized in the same
membrane used here [33]. The cost of the biosensor consid-
ering only reagents and support to make the membrane is
around 0.06 € unit~1.

The performance characteristics of the biosensor devel-
oped here and different sensors for determining lactate are
compared in Table 2.

Table 1 - Analytical parameters

Parameter Value t 30s Value t 2 min

Linear range (M) 5x107°-4x 1073 5x107°-4 x 1073

Ordinate 953.1 320.1
Slope 168.3 65.4

r 0.971 0.998
Detection limit (M) 3.5x107° 9.2x 107
R.S.D. (%) blank 10.4 5.0

R.S.D. (%) lactate (8 x 10~*M) 12.3 5.5
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Table 2 - Comparison of lactate sensor characteristics

Sensor Range (M) DL (M) Precision (%) Application Reference
CL FIA 104-1.5 x 103 1.2%10°5 1.9 Yoghurt [39]
Amperometric electrode 3x1074-1073 10°© 2.0 Serum and milk [33]

CL FIA fiberoptic 8x1075-2.5 x 102 4x10-° 17 Dairy products [34]
Amperometric screen printed 1075-5x 104 5x10~7 25 Dairy products and clinical analysis [6]

CL FIA biosensor 1076-103 2x1077 13 Plasma and milk samples [53]
Amperometric screen printed 7.5x107°-103 5x10~° 7.5 Wine [9]
Enzymatic O, electrode - 8.6x 1076 5 Dairy products and serum samples [54]
Amperometric FIA 105-1.8 x 103 10-° 10 Dairy products [55]

CLFIA 10-7-103 8x 1078 0.24 Food and drinks [15]
One-shot CL 5x10°-4x 103 9.2 x10°° 5.5 Yoghurt This paper

Table 3 - Determination of lactate in yoghurt by proposed and reference procedures

Yoghurt sample CL biosensor (gL~1) Reference (gL 1) M.CP." (%) Pyar (%)
1 0.77 + 0.05 0.79 + 0.03 9.8 221
2 0.81 + 0.05 0.82 + 0.01 99.8 97.6
3 0.79 + 0.04 0.78 + 0.04 102.8 80.8

* M.C.P.: methods comparison percent.

3.7.  Applications

The feasibility of the described biosensor was checked by ana-
lyzing lactate in different yoghurt samples. The coexisting
substances in yoghourt checked as possible interferents were
acetic acid, citric acid, ascorbic acid, uric acid and glucose.
The concentrations of the different compounds in the diluted
yogurt samples are roughly: glucose 5 x 10~> M; ascorbic acid
2.5 x 10-® M; uric acid 1.5 x 10~> M with similar concentrations
of the rest of the acids. None of them interfere with the CL
response at 10~4M of lactate. The selectivity of the enzymatic
reaction along with the permselectivity of the polyion complex
layer justifies these results.

The only treatment needed is dilution with Tris buffer
obtaining a white solution, and filtration through a conven-
tional Albet filter paper with a 20-25 um pore size to separate
the proteins. A small volume of this filtrate transparent solu-
tion, about 2mlL, is necessary to make the analysis. This
simple treatment is possible considering the permselective
characteristics of polyionic membrane used, with a cut-off
around 103 D [33]. The data in Table 3 shows that the lac-
tate content obtained using the proposed one-shot biosensor
was in good statistical agreement with the data obtained with
the manual enzymatic method (Boehringer-Mannheim kit)
(including the dilution factor). The results obtained comparing
both methods were between 95 and 105%.

4. Conclusions

A chemiluminescent one-shot biosensor has been developed
using an enzymatic recognition system based on LOx and
a transduction system based on luminol, ARP and metallic
aluminum for lactate, immobilized in a plastic support by
a polyion complex membrane prepared from PLL and PSS.
This permselective membrane is suitable for the preparation
of transparent disposable membranes for one-shot lactate
biosensors with the characteristics of selectivity and quick

response. The one-shot biosensor described here makes it
possible to monitor lactate in most practical situations. Exam-
ples include lactate control in yoghurt, with advantages in
reducing contamination, cost reduction and reagent wastage,
especially with luminol which is typically not immobilized in
chemiluminescent sensors. It is environmentally friendly and
has an estimated lifetime of at least 1 month when protected
from light in normal conditions.

The drawbacks are related to precision, typically between
5 and 12% depending on the acquisition time used, but this
could be improved with mass production techniques, which
could also cut costs. The use of different mass production
techniques and the development of small, hand-held and
battery-operated instruments that will make decentralised
analyses possible are now under investigation.
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An electrochemiluminescence-based disposable biosensor for lactate is characterized. The lactate
recognition system is based on lactate oxidase (LOx) and the transduction system consists of luminol,
both immobilized in a Methocel membrane. The measurement of the electrochemiluminescence (ECL) is
made possible via a photocounting head when 50 pl of sample is placed into screen printed
electrochemical cells with a circular cell containing the disposable sensing membrane on the working
electrode. The composition of the membrane and reaction conditions have been optimized to obtain
adequate sensitivity. The disposable biosensor responds to lactate after 20 s when two 1 s pulses at 0.5 V
are applied to obtain the analytical parameter, the ECL initial rate. The linearized double logarithmic
dependence for lactate shows a dynamic range from 107 to 5-10* M with a detection limit of 5-10° M
and a sensor-to-sensor repeatability, as relative standard deviation, RSD, of 3.30 % at the medium level of
the range.

The ECL disposable biosensor was applied to the analysis of lactate in human saliva as an alternative
procedure for obtaining the lactate level in a non-invasive way. Interferences coming from components of
saliva were studied and eliminated in a simple way that was easy to handle. The procedure was validated
for use in human saliva, comparing the results against an enzymatic reference procedure. The proposed

method is quick, inexpensive, selective and sensitive and uses conventional ECL instrumentation.

#Solid Phase Spectrometry Research Group, Department of Analytical Chemistry, Faculty of Sciences, Campus Fuentenueva,
University of Granada, Granada, E-18071, Spain.

°Corresponding author. E-mail address: Icapitan@ugr.es (L.F. Capitan-Vallvey).

1. Introduction

The development of non-invasive procedures for the measurement of metabolites in matrices other than
blood is very interesting, particularly for people who need to frequently control parameters such as
glycemia and lactate, and for those who have problems with blood extraction'.

Lactic acid appears when the aerobic metabolism of glucose to produce energy, such as ATP molecules,
switches to anaerobic metabolism. When lactic acid lowers the blood pH, it can damage muscles, and thus
the lactate level needs to be monitored in critical-care patients, primarily to prevent heart attacks. Lactate
analysis is also used in diabetes control, food analysis and sports medicine to help athletes tailor their
training. The determination of lactate is generally carried out by invasive techniques using blood as the
sample. Of the different sampling sites and matrices for non-invasive sensing, saliva is especially
interesting for non-invasive lactate analysis due to its high correlation to blood lactate; typically a 1:4

saliva/blood ratioz, with the lactic acid level in human saliva being around 2- 104 M.
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The evaluation of blood lactate levels can be performed using different types of monitors, from portable
handheld to small benchtop or freestanding monitors * using a variety of methods, including enzymatic
and biosensor methods based on lactate oxidase and/or lactate dehydrogenase immobilization and
electrochemical and spectrophotometric techniques®”.

Sensors for lactate have been developed over the last two decades, mostly amperometric ones, based on
the change in concentration of a redox-active reactant or product via an analyte specific enzyme reaction.
Different enzyme biosensors for lactate have been described, mainly, cytochrome b2, lactate
monooxygenase and lactate oxidase immobilized on different types of polymers®, conducting polymers ’
or nanomaterials®. Different types of screen printed amperometric disposable sensors have been described
for lactate and some of them are on the market, especially the fitness market’.

Chemiluminescence (CL), recognized as a useful and versatile technique with low detection limits, has

been used for sensing lactate based on enzymatic systems, chiefly lactate oxidase/peroxidase/luminol °

and lactate dehydrogenase/NADH/ bioluminescent enzymes '' implemented in different types of flow '*!>
or fiber optic formats'®. Nevertheless, chemiluminescent detection has rarely been used in disposable
sensors despite its advantages of sensitivity and simple instrumentation, because of the need to
immobilize all the chemistries required and the time control to trigger the sensing reactions upon contact
with the sample.

Different types of enzymatic or immunological sensors in disposable format based on chemiluminescence
measurement using a luminometer'*, portable scanning luminometer '° or different types of photographic
films '® have been proposed for organic and inorganic analytes'”.

Electrochemiluminescence (ECL), the luminescence produced by the relaxation of excited molecules
coming from an electrochemically initiated reaction, is a very convenient technique that combines the
sensitivity of light-emitting reactions with easy control of the reaction. In this way, ECL has been used for
detection in chromatographic systems and electrophoresis and in sensors, mainly in flow and fiber optic

format '® but rarely in disposable format. Blum et al. have described '**°

a screen printed multiparametric
biosensor, including lactate, based on ECL detection of enzymatically produced hydrogen peroxide that is
a interesting approximation to disposable devices. The immobilization of peroxidases in a photopolymer
that includes a dispersed anion exchanger containing luminol makes it possible to capture spatially
defined ECL signals using a CCD camera.

The aim of this study was to develop a disposable electrochemiluminescent biosensor for lactate based on
the generation of hydrogen peroxide by lactate oxidase and the subsequent reaction with
electrochemically oxided luminol, based on commercial screen printed electrochemical cells with
reagents immobilized in a Methocel membrane on the graphite working electrode and conventional PMT

detectors. Additionally, we are interested in its application to the determination of lactate in saliva as a

very convenient matrix for non-invasive monitoring of this metabolite.

2. Experimental

2.1. Chemicals

L-(+)-Lactate 10 mol-1"" stock solutions in pH 9.0 phosphate buffer 0.2 M were prepared using L-(+)-
Lactate lithium salt 97% from Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain). Solutions of lower

concentrations were prepared by dilution. Buffers, made with Tris 0.5 M (Trizma base 99%) and
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phosphate 0.5 M (Na,HPO,) and adjusted to different pH by adding NaOH or HCIl, were prepared. Other
chemicals were NaCl, CaCl,, KCl, KSCN, NH,CI, citric acid, uric, ascorbic acid and sodium
carboxymethyl cellulose (CMC). All of these compounds were supplied by Sigma.

The ECL reaction was carried out by the following reagents: 10 M luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-
phthalazinedione) stock solution from 97 % luminol, lactate oxidase (LOx) from Pediococcus species, 39
IU'mg" and 96 % albumin from bovine serum (BSA) powder, all supplied by Sigma. To make the
membrane, we used polyvinyl chloride, glutaraldehyde solution (grade I, 25% w/v in water), cellulose
triacetate (CTA), poly-L-lysine hydrobromide (MW 84,000 g:mol') and poly (sodium 4-
styrenesulfonate) (MW 70,000 g-mol™) 30 wt % solution in water, all supplied by Sigma and Methocel®
90HG (hidroxypropylmethyl cellulose) purchased from Fluka. Additional chemicals were the solvent
tetrahydrofuran (THF); the plasticizer o-nitrophenyl octyl ether (NPOE), and the quaternary ammonium
salt Aliquat 336, all supplied by Sigma. All chemicals used were of analytical-reagent grade. Reverse-

osmosis type quality water (Milli-Q Plus185 from Millipore, Molsheim, France) was used throughout.

2.2. Enzyme preparation
The LOx solution was prepared by placing 1.40 mg into a 1 ml of pH 7.0 phosphate buffer 0.1 M and
conserved in Eppendorf tubes (60 pl) at —20 °C.

2.3. Artificial saliva preparation

An artificial saliva was prepared containing 5 mM of NaCl, | mM of CaCl,, 15 mM of KCI, 1 mM of
citric acid, 5 mM of uric acid, 1 mM of ascorbic acid, 0.2 mM of lactate, 1.1 mM of KSCN, 4 mM of
NH4Cl and 10 g-I"" of sodium carboxymethyl cellulose (CMC) in water’' 2.

2.4. Apparatus and software
ECL emission was measured using a H8529 photomultiplier (PMT) interfaced by a C8855 USB photo
counting unit, both from Hamamatsu Technologies, connected to a personal computer. The potentiostat
used was a PS-PC1 model Palmsens from Ivium Technologies (Eindhoven, Netherlands) with a connector
for screen printed electrodes.
We designed a two-piece holder made of black polystyrene, one piece to hold the PMT and another where
the screen printed electrodes are placed as close as possible to the PMT. The holder was placed in a
customized black box with vents for wire connections to the potentiostat and computer (Figure 1).

Figure 1
Other apparatus and laboratory materials consisted of a Crison digital pH-meter (Crison Instruments,
Barcelona, Spain) with combined glass-saturated calomel electrode, and a customized controlled
temperature chamber (-20°C to 80°C). Software programs used were: CSW32 software package from
DataApex Ltd. ver. 1.2.5 (2001) (Prague, Czech Republic) for the acquisition and manipulation of
luminescence records; Hamamatsu Labview program (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) for the
acquisition of luminescence signals; Palmsens-PC program for potentiostat control (Palmsens Instruments
BV, Netherlands) and a Statgraphics software package (Manugistics Inc. and Statistical Graphics
Corporation, USA), ver. 5.0 (2000) for data treatment.
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2.5. Screen printed electrochemical cells

Screen printed electrochemical cells were provided by Palmsens Instruments BV and consist of a round-
shaped graphite working electrode, a graphite counter electrode and a silver pseudo-reference electrode
on a 10 mm x 40 mm x 0.5 mm plastic support. Before being used, the electrochemical cells were tested
for uniform behavior. In order to prepare a receptacle on the disposable electrochemical cell we covered
the electrode area with successive layers of plastic white adhesive tape up to 1 mm thick with an 8 mm

diameter hole (50 pl volume) in the sensing area (see Figure 1).

2.6. Disposable biosensor preparation

The lactate sensitive membranes were made using a cocktail prepared in a 3 ml glass vial with 0.51 mg of
luminol, 2.5 mg of BSA, 12.5 mg of Methocel, 50 pl of 12.5 TU-ml" LOx and 200 pl of pH 8.5 phosphate
buffer. The cocktail was shaken and ultrasonicated for 10 min and then stored in a refrigerator at 4 °C.
The disposable biosensors were cast by placing 5 pl of the prepared cocktail on the working electrode of
the electrochemical cell. After this, the biosensors were dried at room temperature for 1 h and then stored

in a refrigerator at 4 °C until use.

2.7. Procedures

2.7.1. Standards. Aqueous standard solutions of lactate containing between 10 and 5-10* M in
working buffer, consisting of pH 9.0 phosphate buffer 0.2 M containing 0.25 M of NaCl, were prepared.
50 pl of standard or sample solution were taken and deposited in the receptacle of the screen printed cell.
The lactate sensitive biosensor was placed in the holder previously described and covered with the lid that
held the PMT. Then, two pulses of 1 s with 10 s of difference between them at 0.5 V were applied

measuring the ECL emission in the PMT without wavelength discrimination.

2.7.2. Saliva. 50 pl of prepared saliva (see Treatment of saliva samples) was placed in the receptacle of
the cell and 0.4 V was applied for 4 s. 6 s later, two pulses of 1 s with 10 s of difference between them at
0.5 V were performed measuring the ECL signal as indicated above. For the determination of lactate in
saliva, it was necessary to process an internal blank® for every sample. This blank consisted of a

measurement using the same protocol with the biosensors prepared without enzyme.

2.7.3. Reference. As reference procedure, we used the enzymatic bioanalysis Boehringer Mannheim
UV-Kit method from r-Biopharm AG (ATOM S.A., Barcelona, Spain)**. It was necessary to introduce a
centrifugation (10 minutes at 1,000 rpm) and a filtration step (0.40 pm cellulose acetate filter) for the

determination of L-lactate in saliva because the kit only indicates general directions for organic samples.

2.8. Treatment of saliva samples

Saliva samples coming from healthy volunteers who brushed their teeth and rinsed their mouths to
minimize the influence of oral microbiological flora and nutrition were collected”. These samples were
frozen after collection (-20 °C) to arrest the bacterial metabolism'. For the analysis of lactate in human
saliva, typically 500 pl of supernatant liquid, after thawing the sample, was mixed with 2.0 ml of working

buffer. Then, the solution was filtered through a 0.4 um cellulose acetate filter and used for the test. In the
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case of the reference procedure, centrifugation was needed, after thawing, using the same sample

preparation but using water to dilute the sample.

3. Results and discussion

3.1. Reagent immobilizations for ECL lactate sensing.

In this study, we are interested in the preparation of a disposable electrochemiluminescent biosensor for
lactate based on the atmospheric oxidation of lactate catalyzed by LOx producing hydrogen peroxide that
reacts with electrochemically oxidized luminol in a basic medium, generating ECL emission. For this, we
needed to immobilize all of the reagents needed to make the lactate recognition and transduction possible.
To immobilize the reagents, LOx and luminol, we tried different methods. For LOx we used entrapment
with Methocel®®, ion-exchange with a polyion complex layer made with poly-L-lysine and
polystyrenesulfonate?”, encapsulation with cellulose triacetate (CTA) and cross-linking with
glutaraldehyde, both in solution or vapor combined to BSA?*. The luminol immobilization was studied
by entrapment with Methocel, Nafion or PVC with NPOE as plasticizer and Aliquat 336 as ion-pair
formation agent, and encapsulation with CTA.

Using the above immobilization systems, we studied two membrane arrangements: monolayer and
bilayer, the latter to overcome compatibility problems between the reagents. Of the different bilayer
configurations tested, only two arrangements offered some results: a) a Nafion upper layer containing
luminol and a lower layer with LOx cross-linked with glutaraldehyde (relative ECL signal 0.5 %); and b)
a polyion complex membrane with LOx in the upper layer and a PVC lower layer with luminol (0.8 %).
Only three different types of monolayers work with lactate: a) PVC based membrane (0.4 %); b) CTA
membrane (1.3 %); and ¢) Methocel membrane (100 %).

Immobilization by cross-linking with glutaraldehyde cannot be used for luminol inclusion due to a Schiff
base formation that hinders the luminol oxidation and consequent ECL emission®’. Membranes containing
hydrophobic polymers such as PVC or CTA give poor results due to low enzymatic activity and low
lactate uptake. The polyion complex membrane could be used for this immobilization '* but we obtained
low adherence on the graphite working electrode and brittle membranes. Methocel based membranes
offered the best results considering adherence, good electrical properties and their hydrophilic character.
Their reuse is limited but this is not a problem if the biosensors are used in disposable format.
Consequently, we selected Methocel as the entrapment polymer for the preparation of the monolayer ECL

biosensor.

3.2. Optimization of lactate biosensor composition
Once the membrane material had been selected, we studied different factors related to making the

membrane, including the concentration of chemicals and membrane polymers. All these factors were

studied univariantly.

3.2.1. Layer composition
Methocel. To optimize the Methocel concentration, we prepared membranes using polymer

concentrations ranging from 832 to 83.2 mg'ml'. The ECL signal increases as the Methocel
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concentration goes up to 49.9 mg-ml”, reaching a plateau at higher concentrations (Figure 2A). This is
due to the fact that Methocel, an aqueous hydroxypropylmethyl cellulose polymer, contributes to the
enhancement of the electric properties of the membrane®®'.

Cocktail pH. An important factor to consider for membrane preparation is the cocktail pH. The pH
of maximum enzymatic activity of LOx is 7.5°%, but since luminol needs a basic media for solution and
for ECL emission, an 8.5 pH buffer was selected ** as a compromise for optimum enzymatic activity and
stability®*. The optimization of the working pH is studied in Section 3.4 below.

LOx enzyme. To optimize the concentration of the enzyme, we prepared disposable biosensors
modifying the LOx concentration between 3.1 and 40.0 TU-ml" obtaining a maximum at 12.5 TU-ml"
(Figure 2B), then decreasing due to an excess of enzyme concentration with respect to the substrate. The
optimum enzymatic charge in the membrane corresponds to 0.062 IU LOx.

BSA protein. The usual limited stability of enzymes in the membranes can be overcome using
proteins, like BSA, as stabilizers**®. To study BSA influence, different cocktails with BSA
concentrations from 25 to 250 g-1"' were prepared and the corresponding biosensors showed a maximum
ECL signal against lactate at 100 g-1"' BSA (Figure 2C). It have been suggested that basic groups carrying
lone pair electrons from BSA interact with protons of the amino and hydrazide groups of luminol *’
stimulating the intramolacular chemically initiated electron-exchange luminescence (CIEEL) mechanism

of luminol **

and contributing to increase the signal. A further increase of BSA in the membrane
decreases the ECL signal. Consequently, a concentration of 100 g-1" BSA was chosen to make the
membrane, which meants 90 times of BSA in mass with respect to LOx in membrane, as is usual with

BSA-enzyme immobilization®.

Figure 2
Luminol. The ECL signal increases with the luminol concentration in the membrane (Figure 2D) up
to 2.9-10° M, then decreasing slightly. This fact has been described for luminol in solution *“**' and

justified by Misra et al *

as due to the accumulation of products or the dismutation of reactive
intermediates rather than the depletion of reagents.

3.2.2. Cocktail volume. The influence of the cocktail volume used in making the membrane was
studied preparing biosensors with cocktail volumes from 5 to 25 pl on the working electrode. The results
showed a progressive decrease in the ECL relative signal reaching around 84% when the volume
increased to 25 ul. Thus, 5 pl was chosen as the optimal value. The reason for this behavior could be
related to the increase in the thickness of the membrane which reduces the uptake of lactate. Higher

volumes spread the cocktail over all three electrodes, drastically reducing the ECL emission.

3.3. Electrochemiluminescent conditions

3.3.1. Voltage selection. Luminol is electrochemically oxidized and produces light emission in basic
solutions at positive potentials when oxygen or hydrogen peroxide is in the medium. In this case, the
cyclic voltammetry of luminol immobilized in Methocel on the working electrode shows an electro-
oxidation signal at 0.6 V (Figure 3B). However, working in chronoamperometric mode, the ECL signal
starts at a fixed potential of 0.3 V ** and the intensity increases steeply as the potential increases, up to 0.5

V and continuing in this way (Figure 3A). One advantage of the use of graphite electrodes is that the
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oxidation potential of hydrogen peroxide is more positive (typically 1.12 V at pH 7.4) than that of
luminol, unlike what occurs with other electrodes like platinum™.
Figure 3

3.3.2. ECL signal. ECL is conventionally initiated using different transient-state electrochemical
techniques such as cyclic voltammetry, normal pulse voltammetry, differential pulse voltammetry and
chronoamperometry*’. In this case, since the ECL signal varies with time due to enzymatically catalyzed
hydrogen peroxide generation, is important to know the emission pattern with time to select the
measurement conditions. For a constant amount of lactate, the ECL signal coming from successive pulses
at the same voltage grows with time, reaching a plateau due to the enzymatic kinetic and luminol
consumption (Figure 5A).
We studied different possible analytical parameters working in chronoamperometric mode: a) ECL
intensity using a short pulse (< 5 s); b) ECL emission integration, using a long time pulse (=1 min); c)
initial rate estimation. Comparing precision and linearity range (lack of fit test), the third parameter
offered the best results.
The initial rate for different lactate concentrations, which obey a Michaelis-Menten kinetic, can be
estimated more easily using a two point simplification, as shown in Figure SA. In this way, it is not

necessary to obtain the initial reaction rate from the ECL profiles measured using equal consecutive

pulses, but using intensities at two pulses(VECL - AIECLJ, in V-s" units. Since a background ECL
At

emission exists, the analytical signal vgcp was corrected for the blank as Vgandard = Volank-

3.3.3. Electrochemical parameters. The electrochemical parameters studied were: a) duration of
the pulse; and b) time interval between consecutive pulses. In the first case, we studied three different
pulse durations (1, 2 and 3 s) observing that when the time of pulse increases, the analytical signal vgcp
decreases (some 76.4 % from 1 to 3 s). This is due to fact that the longer the time pulse, the higher the
consumption of generated hydrogen peroxide is and the higher the ECL emission is, but the difference in
intensity with the next pulse is lower. For that reason, we used 1 s as the optimum time for the pulse. b)
Different time intervals between consecutive pulses for ECL acquisition were studied (10, 30, 50 s). The
results obtained (100 % for 10 s; 83.1 % for 30 s and 42.1 % for 50 s) show that 10 s gives the best signal

due to the higher luminol absorption on the working electrode when the pulses are nearest*.

3.4. Optimization of experimental conditions.

3.4.1. pH influence. The pH influence was studied between 7.0 and 11.0, working at a constant
lactate concentration (10 M). Figure 4A shows two different ECL emissions maxima, at pH 8.5 and
10.5, a behavior similar to that observed by Chen et al.*’) but if the signal-to-noise ratio (S/N) is
represented, only one maximum appears at pH 9.0 (Figure 4B). If the pH is greater than 9.0, the S/N
decreases because the blank signal and the standard deviation grow strongly with pH. For this reason, we
selected pH 9.0 as the working pH. The first ECL maximum at 8.5 is due to the compromise between the
enzymatic activity of LOx (maximum at 7.5) and the reactivity of luminol which increases with pH*’. The

dramatic subsequent increase in ECL intensity when the pH rises to 10.5 is due to the increase in the

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year] Journal Name, [year], [vol], 00-00 | 7



ARTICLE TYPE WWW.ISC.Org/Xxxxxx | XXXXXXXX

concentration of the basic peroxide intermediate of luminol. The decrease in ECL emission at a pH higher
than 10.5 is justified by the strong decrease in quantum yield of 3-aminophthalate at a pH above 11.0%.
Figure 4
3.4.2. Buffer and electrolyte contribution. pH 9.0 phosphate and Tris were studied as buffer
solutions, observing that a Tris buffer means a decrease of around 30 % in the ECL signal with respect to
the phosphate buffer. The dependence of the selected phosphate buffer concentration was studied between
0.05 to 0.8 M, showing a maximum at 0.2 M and a gradual decrease at higher buffer concentrations. This
behavior could be due to an osmotic pressure effect that lowers the lactate entrance in the membrane,
decreasing the ECL emission. Additionally, the presence of an electrolyte is necessary to increase the
conductivity of the membrane and the peak resolution*’. Different concentrations of NaCl from 0.12 to

2.0 M were prepared, obtaining a maximum at 0.25 M.

3.4.3. Volume of sample. The sample volume placed in the receptacle of the biosensor was studied,
showing that the ECL signal grows when the volume increases. An increase from 10 to 50 pl means an
increase of 71.9 % in the ECL, because and increased volume contributes to the PMT becoming closer to
the emitter surface of the biosensor. Higher volumes (60 pl) cause the signal to decrease, probably due to
the dispersion caused by the lens shape of the deposited drop. We selected 50 pl, the maximum capacity

of the receptacle prepared on the biosensor, as the sample volume.

3.4.4. Temperature. This parameter affects both enzymatic reaction ** and luminol reaction®, being
more pronounced for the first. The ECL signal of this biosensor increases with temperature an average of
2.6 V-s™ per Celsius degree. The selected working temperature was room temperature (20-25 °C) because

of the easier conditions for routine analysis and sufficient sensitivity for lactate determination.

3.5. ECL mechanism

In alkaline medium, luminol forms an anion that is electrochemically oxidized to a diazaquinone at 0.5 V
on the screen printed graphite electrode. The hydrogen peroxide produced by atmospheric lactate
oxidation catalyzed by LOx reacts with this diazaquinone giving rise to excited 3-aminophtalate, whose

19;51

deactivation causes luminescent emission . If the medium is more alkaline, a higher emission is

. . . . a4
obtained, due to an increase in luminol deprotonation**

, as shown in Figure 4A. The role of hydrogen
peroxide is to participate as a peroxide anion HOO™ in the reaction with the electrochemically oxidized
luminol; additionally, oxidized luminol can react with oxygen, forming superoxide radical O, that emits
light in the presence of more oxidized luminol **. In the absence of lactate, a background ECL signal is
observed that starts to grow from pH 9.0 up to 10.5 (the background ECL signal increases 206.3 V-s™' per
pH unit). This background signal is due to the reaction of the dissolved oxygen present in the solution
with the oxidized luminol and also to the more efficient production of excited 3-aminophthalate with
pH". Thus, the quantification of lactate must be performed in weakly alkaline conditions because the

increases in the background produce lower precision; namely, from 4.5 % of relative standard deviation

(RSD) at pH 9.0 to 34.8 % at pH 10.5.
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3.6. Analytical Parameters
The analytical function was obtained by means of a calibration set composed of 5 standards with 5
replicates each between 10™ and 4-10° M and pH 9.0. The logarithmic behavior was linearized using a
double logarithmic curve: log vgc = a-log [lactate] + b (Figure 5B). This analytical function is commonly
used with ECL enzymatic biosensors'”.
Figure 5
Table 1
Since the calibration function is logarithmic, the limit of the detection LOD is obtained using the standard
criteria®*; LOD = yb + 3sp, Where yy, is the average blank signal and s, is the standard deviation of the
blank, which is determined from ten blanks from different biosensors (RSD 5.13%). The LOD found
using these criteria is 5-10°° M.
The repeatability, expressed as RSD of lactate concentration, was studied in two ways: a) using a set of
10 different screen printed biosensors working at three lactate concentrations between the analytical range
(RSD 3-5 %); and b) using the same screen printed cell 10 times prepared anew after each measurement
and working at 10™* M lactate concentration (RSD 3.68 %) (Table 1). Thus, the use of different biosensors
produces a precision quite similar to that obtained using the same screen printed cell.
The lifetime of the disposable biosensor was studied protected from light and preserved at 4 °C using a
series of prepared biosensors and regularly checking their response to a lactate concentration of 10™ M.
The signal grows up to 5 days after the biosensors are prepared, as can be observed in the Shewhart
diagram (Figure 6). The lifetime obtained is around 2 months, which is acceptable for this type of
biosensor and coincides with the long-term stability study of an amperometric lactate biosensor based on
LOx by Mizutani et al.%”. The cost of the biosensor considering reagents, screen printed cells and support
for membrane making is around 1.06 €/unit.
A comparative study of different sensors is presented in Table 2, showing that the disposable biosensor
described has a good precision, although a shorter lineal range when compared to other sensors.
Figure 6
Table 2
3.7. Applications
The feasibility of the described biosensor was checked by analyzing lactate in human saliva. Saliva is a
complex mixture of parotid, submandibular, sublingual, and minor gland secretions, mixed bacteria,
sloughed epithelial cells, crevicular fluid, inorganic and organic compounds as lactic acid'. First, we
tested the potential interference of whole saliva in lactate analysis by measuring a 10™* M lactate solution
in the presence of saliva. We observed a decrease in the ECL signal, although this decrease depended on
the dilution of the saliva (55.4 % to 1:2 dilution, 27.3 to 1:4, 25.7 % to 1:8, and 18.8 % to 1:12), which
suggests a matrix effect that could be reduced with dilution. Additionally, calibration curves in the
presence (standard addition) and absence of saliva showed different slopes (a difference of 59.8 %),
confirming the matrix effect.
To overcome the matrix effect, we studied the different alternatives indicated below. We always used
saliva coming from a healthy subject in fasting conditions whose teeth were brushed and mouth rinsed 30

min before samplingZS.
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In the first instance, we studied some procedures to eliminate proteins, epithelial cells and biomolecules
and/or extract lactate. To do this, we compared the ECL signal of saliva with 10 M added lactate with
the ECL signal of a standard lactate 10 M. Saliva was diluted 1:4 with working buffer in all cases.
Centrifugation is a common method because it stops the bacterial action and removes both the cells and
the turbidity ' but in this case it produced a diminution in the ECL signal of 14.3 %. Other methods were
used obtaining the following decrease in percentages: heating in water bath (51.3%); extraction with ethyl
ether and hexane (10.2 % for ethyl ether and 55.8 % for hexane); C;s solid phase extraction (32.4 %) and
filtration through syringe filters (0.25 pm: 25.7 % and 0.40 pm: 12.6 %). As can be seen, none of these
procedures produce a partial effective elimination of interferences®°.

Table 3

To study possible interferents, we prepared artificial saliva '

checking that the interference in lactate
determination was similar to that of human saliva. Then we studied the interference of the different
artificial saliva components (Table 3), with uric acid and ascorbic acid being the main interferents. Both
acids are the most common interferents in amperometric biosensors for lactate®’. The usual concentration
of these acids in saliva is 5-10° M for uric acid and 10~ M for ascorbic acid and their oxidation potential
in the electrochemical cells in our working conditions was 0.62 V and 0.11 V, respectively (Figure 7A),
values similar to those reported by John*®.

Ascorbic acid interferes by reducing the H,O, generated from lactate. As a possible way to eliminate this
interference, we tried prior oxidation on the screen printed graphite electrode, a procedure described for
the amperometric determination of uric acid in the presence of ascorbic acid***. We observed that by
applying 0.4 V for 4 s before ECL measurement, ascorbic acid is oxidised and its interference disappears
at its usual concentration in saliva. Additionally, if we compared the double logarithmic calibration
function for lactate both with and without a constant amount of saliva, applying the previous 0.4 V only
for the saliva sample, we observed parallel linear functions (slopes with a similarity of 96.9 %); i.e., there
is still another interference, due to uric acid, but there is no matrix effect (Figure 7B). Uric acid is
electrochemically oxidized ' at the same time as luminol and this effect interferes with the measurement.
To estimate the uric acid effect, different concentrations of uric acid were added to saliva samples,
showing a decrease in the ECL signal when the uric acid increases. From the inspection of lactate
calibration functions with different added uric acid concentrations (log vecr = 0.94-log[lactate] + 5.89 for
no addition ; log vgcp = 0.89-log[lactate] + 4.64 for 2- 10 M; log Vgcr = 0.92-log[lactate] + 3.62 for 5-10
> M) (Figure 7B) we concluded that uric acid only affects the ordinate of the calibration and does not
contribute to the matrix effect.

Figure 7

To correct the error from the presence of uric acid, we used the internal blank procedure > for every
saliva sample. This blank (Vyi.nk) Was obtained by means of a similar biosensor without enzyme.

In brief, it is possible to analyze saliva for lactate by means of the proposed ECL biosensor using a 1:4
dilution with working buffer, filtration through a 0.40 um cellulose filter, followed by pre-treatment on

the same biosensor applying 0.4 V for 4 s and finally a blank correction of saliva.

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year] Journal Name, [year], [vol], 00-00 | 10
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To verify the reliability of the proposed procedure, we analyzed saliva from three different people,
validating the results against a manual enzymatic spectrophotometric method (Boehringer-Mannheim kit)
used as a reference procedure (Table 4).

Table 4

4. Conclusions

An electrochemiluminescent disposable biosensor for lactate in saliva has been developed using an
enzymatic recognition system based on lactate oxidase and a transduction system based on luminol. We
succeeded in preparing and optimizing a very simple disposable optical sensor through the
immobilization of all the reagents needed in a Methocel cellulose membrane on commercial screen
printed graphite electrochemical cells. This is environmentally friendly and has an estimated lifetime of at
least two months when protected from light in normal conditions. Good repeatability, quick measurement
(20 s) and versatility makes it possible to use the sensor to monitor lactate in saliva samples as routine
analysis with a sample treatment compatible with a disposable format. To the best to our knowledge, this
is the first ECL biosensor used to monitor lactate in saliva and, thus, could be considered as a non-
invasive analysis alternative to the usual ways of determining blood lactate. Currently, we are working on
designing and tuning optical portable instrumentation for biosensors based on screen printed electrodes

using ECL as an analytical technique.
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Table 1 Lactate biosensor analytical parameters

Parameter Value
Linear range, M 10°-5-10"
Ordinate 4.12+0.04
Slope 0.91+0.04
r 0.992
LOD, M 5-10°
RSD (%) blank (n=10) 5.13
5-10°M 3.91
RSD (%) lactate (n=5) 2-10"M 3.30
5-10"M 4.20
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Table 2 Comparison of lactate enzymatic-based biosensor characteristics.

Range LOD Precision I~
Sensor Application Reference
‘ (M) (M) (%) PP
Amperom}etrlc 10-5-10% 5.107 25 Dairy products, 62
screen printed blood and serum
Amperometric 10%- 107 5-10° 10.8 Wine samples 6
screen printed
Amperometric 107-1810° | 107 3.0 Dairy products o
screen printed
_ Amperometric 10°-5-10° 5-12 | Blood and saliva 25
micromachined sensor
CL 1075 _4.103 1076 14
disposable biosensor 3107 -4-10 9-2:10 33 Yoghurt
_ECL 210°-2:10% | 2:10° <80 Serum »
Biosensing chip
ECL 3107-10% | 3107 44 st
Screen printed
. ECL 105-510% | 510° | 39-42 Saliva This paper
disposable biosensor ) )
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Table 3. Contribution of different
saliva components to ECL signal.
Components* % Decrease in
ECL signal
CaCl, 0.0
KC1 0.0
NH,CI1 0.3
Lactate 0.0
Citric acid 2.5
Ascorbic acid 98.3
Uric acid 98.9
KSCN 6.8
CMC™ 0.0

"Tested at the concentrations of artificial saliva;
"CMC: carboxymethyl cellulose.
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Table 4 Determination of lactate in saliva by proposed and reference procedures

Saliva | ECL Biosensor Reference M.C.P.* | Pyy
Sample ™) ™) (%) (%)
1" | 3.10£0.25)-10* | (3.1120.13)-10* | 996 | 94.6
2" (6.9+1.5)10* | (8.39£0.79)-10* | 822 | 359
3" | (3.3740.01)-10% | (3.39+0.35)-10% | 994 | 943

#M.C.P.: methods comparison percent.
" Male; ~ Female
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Configuration of the instrumental setup for lactate determination.

Fig. 2 Optimization of membrane composition. A) The ECL signal increases with Methocel reaching a
maximum at 49.9 mg-ml”. B) The LOx concentration produces a maximum at 12.5 IU-ml”. C) BSA
dependence shows a maximum at 100 g-1"' D) Luminol dependence. In all cases 10 M of lactate concentration
was used.

Fig. 3 A) Dependence of ECL signal on voltage applied during 1 s. B) Cyclic voltammogram of luminol.

Fig. 4 The pH optimization for lactate biosensor. Figure 4A shows a maximum at pH 10.5 working at a constant
lactate concentration (10 M) although with poor repeatability when pH increases because the blank signal
increases. In Figure 2B a S/N representation is presented obtaining the maximum at pH 9.0, which was selected.
Fig. 5 A) Set of consecutive pulses of 1 s at 0.5 V each 10 s. The inset shows an enlargement of the two first
pulses used for analytical signal acquisition. The experimental conditions were pH 9.0 phosphate buffer 0.2 M,
0.25 M NaCl and 2:10° M of luminol. B) Log-log calibration curve for lactate using five replicates for
concentration.

Fig. 6 Shewhart diagram for lifetime of disposable lactate biosensor.

Fig. 7 A) Voltammogram from a solution of ascorbic acid (10™* M) and uric acid (5-10° M) at pH 9.0 phosphate
buffer 0.2 M and 0.25 M NaCl. B) Effect of different uric acid concentrations on lactate calibration curve: (a) no
addition; (b) 2-10™* M and (c) 5-10° M.
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ANALYSIS OF PARABENS IN COSMETICS BY LOW-PRESSURE LIQUID-
CHROMATOGRAPHY WITH MONOLITHIC COLUMN AND
CHEMILUMINESCENT DETECTION
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Solid Phase Spectrometry Research Group, Department of Analytical Chemistry,
Campus Fuentenueva, Faculty of Sciences, University of Granada,
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Abstract

This paper presents an application of chromatographic separation based on an ultra-
short monolithic column and chemiluminescent detection in an FIA type instrument
manifold for the determination of four paraben mixtures: methylparaben (MP), ethylpa-
raben (EP), propylparaben (PP) and butylparaben (BP). The separation is achieved in
150 s using two consecutive carriers: first 12% ACN:water that changes 75 s after injec-
tion to 27% ACN:water. The detection is based on the oxidation of the hydrolysis prod-
uct of parabens, p-hidroxybenzoic acid, with Ce (IV) in the presence of Rhodamine 6G
which evokes chemiluminescence of sufficient intensity to enable a sensitive determina-
tion of these species. After optimization of the variables involved, the analytical method
is characterized, displaying the following values for concentration ranges, detection
limits and precision, as relative standard deviation at low concentration (0.15 mg~1'1):
MP: from 9.85-107 to 3.28:10™ M; 1.91-10"* M; 5.56 %; EP: from 9.02-10” to 3.28:10
M; 2.83:10" M; 3.49 %; PP: from 8.32:107 to 9.86-10”° M; 2.33-10"° M; 4.22 %; and
BP: from 7.72:107 to 9.86:10° M; 4.22:10®° M; 6.22 %. The method was applied and
validated satisfactorily for the determination of these parabens in cosmetic samples,

comparing the results against an HPLC reference method.
Key words. Parabens determination; Chemiluminescence; Monolithic mini-column;
Low-pressure liquid chromatography; Cerium (IV)-Rhodamine 6G chemistry; Cosmet-

ics.
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1. INTRODUCTION

The combination of chromatography with flow techniques offers some interesting char-
acteristics. Flow methods present advantages in simplicity, low cost, versatility, speed,
and, usually, good analytical figures, but typically do not allow the separation of analyte
mixtures. Liquid chromatography is a well-established technique with high selectivity
and performance, but it requires much more expensive instrumentation than flow tech-
niques. This justifies the combination of flow techniques, such as flow injection analy-
sis (FIA) [1], sequential injection analysis (SIA) [2] and multisyringe flow injection
analysis (MSFIA) [3] with low pressure chromatographic separations to achieve selec-
tive low-cost methodology.

The key of this merging of techniques are monolithic columns, a high cross-linked po-
rous monolithic polymer, with well-defined, bimodal pore-size distribution, mesopores
for retention and larger macropores for through-flow that provide good separation
power and high chemical stability and flow characteristics (up to 15 ml'min™") [4,5].
Different combinations of flow techniques and monolithic materials have been used for
separations of drug mixture [1-3,6,7], pollutants such as polyaromatic hydrocarbons [8]
and inorganic cations and anions mixtures [5,9-11]. In all these methods, the detector
used is DAD or conductivity.

Chemiluminescence (CL), observed when the vibronically excited product of an exoer-
gonic reaction relaxes to its ground state with the emission of photons, has been widely
used as a detection method in different techniques such as HPLC, capillary electropho-
resis, thin layer chromatography and FIA [12]. In this paper we are interested in the use
of chemiluminescence detection in low pressure chromatographic separations using a
FIA system that includes a monolithic column, due to the good detection limits and ver-
satility, in order to improve the characteristics of these methods.

There are different types of chemistries used for CL generation, but one of the most
useful is the combination of Ce (IV) and Rhodamine 6G. This reaction was applied with
FIA to determine different compounds such as chlorpromazine [13], phentolamine [14],
hydrochlorothiazide [15], ferulic acid [16] and parabens [17]. All these FIA determina-
tions were performed without any separation steps.

CL detection has rarely been used in low pressure chromatographic systems with a mo-
nolithic column using FIA manifolds. Thus, Adcock et al. [1] propose a hybrid
FIA/HPLC system for the separation of six alkaloids and four biogenic amines using a

25 mm length monolithic column with tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(IIl) and permanga-



nate CL detection. Paull ef al. [18] use a 3 mm long chelating monolithic disk for the
selective retention and CL determination of Cu(Il) based on 1,10-phenanthroline and
hydrogen peroxide chemistry.

Parabens are a homologous series of hydroxybenzoic acid esterified at the C-4 position,
including methyl, ethyl, propyl and butyl, used as an antimicrobial in foods, beverages,
pharmaceuticals and cosmetics [19,20]. Their presence in cosmetics, especially for con-
sumers that use them in a daily basis and in large quantities, could induce allergic con-
tact dermatitis [21]. Their uses are regulated by Cosmetic Directive 76/768/EEC in
amounts up to a maximum concentration of 0.4 % in the finished product for 1 ester and
up to 0.8 % for mixtures of esters [22].

We have previously studied the separation of parabens alone [23] or in mixtures with
other additives [24] using a low pressure chromatographic system with a monolithic
column and spectrophotometric detection. The aim of this paper is to use chemilumi-
nescence as a detection system for parabens determination to increase the sensitivity of

the method and its application to cosmetics analysis.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Reagents and Chemicals

Methylparaben (MP) (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain, 99 %), ethylpara-
ben (EP), propylparaben (PP), and butylparaben (BP) (last three from Fluka, Madrid,
Spain, 99 %) 1.6:10 M stock solutions were prepared by exact weighing of each com-
pound and dissolution in acetonitrile (ACN) (Panreac Quimica S.A, Barcelona, Spain,
99.9 % v/v HPLC grade). These solutions were spectrophotometrically stable when pro-
tected from light and kept in the refrigerator at 4°C at least for two months. Working solu-
tions were prepared by appropriate dilution with water while maintaining 12 % (v/v) ACN.
A working standard solution containing the four parabens at 6.57-10* M each were pre-
pared and kept in the refrigerator at 4 °C.

The CL reagents used were 102 M ammonium cerium (IV) sulfate dihydrate (99 %) and
1 M of sulfuric acid, both by Merck (Madrid, Spain) and 10~ M of Rhodamine 6G chlo-
ride (Rho 6G) 95 % by Sigma. All chemicals used were of analytical-reagent grade.
Aqueous solutions were prepared using reverse-osmosis type quality water produced by

a Milli-RO 12 plus Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.2. Apparatus and Software



The flow analysis set-up consisted of two Gilson Minipuls-2 (Gilson, Inc., Middleton,
USA) four channel peristaltic pumps working at a constant flow-rate and two variable
volume Rheodyne 5041 teflon rotary valves (one as injection valve and another as se-
lection valve). PTFE tubing (Omnifit, Cambridge, England) (0.8 mm i.d. and 1.6 mm
0.d.) and various end-fittings and connectors of different diameters were used. As the
separation element in the flow system we used a C;g monolithic mini-column (Chromo-
lith Guard Cartdrige RP-18 endcapped) (5 mmx4.6 mm i.d.) from Merck (Darmstadt,
Germany). Chemiluminescence measurements were performed with a CL-1 Camspec
luminometer (Camspec Ltd., Cambridge, UK) interfaced to a personal computer via an
INT7 - 24 bit A/D integration board.

Other instruments used were a Hewlett Packard HP-8453 diode array spectrophotometer
(Nortwalk, CT, USA) interfaced to a PC and equipped with a Hellma 138-QS flow cell
with 1 mm light path, an Agilent 1100 series liquid chromatograph with DAD detector
provided with a Cg Zorbax column used to validate the proposed method and a Crison
digital pH-meter with combined glass-saturated calomel electrode (Crison Instruments,
Barcelona, Spain). Software programs used to treat the data were: CSW32 software
package supplied by DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Prague, Czech Republic) used for
the acquisition and manipulation of the luminescence data; Statgraphics software pack-
age (Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corporation, USA, 1992), ver.4.0 (1993)
and Microsoft Office 2003.

2.3. Procedure
2.3.1. Standards and samples

A standard or sample solution containing between 10 to 10* M each in MP, EP, PP
and BP was inserted into the flow analysis system through a loop valve injector of 75 pl
of capacity with the same composition as the carrier A. The carrier A stream (12%
ACN:H,0 v/v) at a flow-rate of 2.6 ml'min"" was changed to carrier B (27% ACN:H,0
v/v) 75 s after the injection valve was opened, through the selection valve. After the
sample plug reached the monolithic mini-column, the carrier containing the already
separated analytes was mixed using a 4-way connector with two solutions for CL gen-
eration at a flow rate of 2.5 ml'min™' using a second peristaltic pump. The first solution
was 2:102 M of Ce (IV), dissolved in 2M H,SOy, and the second 4-10* M Rho 6G. The
CL analytical signal used for paraben determination corresponds to the difference be-

tween the maximum CL intensity (Isandara) and CL background (Ipackground)- The relation-



ship between the concentration and peak height was established by conventional cali-
bration with external standards.
Figure 1

2.3.2. Reference
As reference method, an adaptation of the HPLC-DAD method proposed by Borremans
et al.[25] was used. A 5 pm Cs silica in a 150 x 4.6 mm column along with wa-
ter/acetonitrile/methanol/tetrahydrofuran (60/25/10/5) isocratic mobile phase at a con-
stant flow rate of 1.0 ml'min™" were used. The chromatograms were obtained at a wave-
length of 254 nm. To obtain the calibration function, 5 different concentrations and 3
replicates each of the different parabens with peak height as analytical parameter were
used.

2.3.3. Maintenance
For correct maintenance of the flow system, especially the mini-column, before the
analysis carrier A had to be passed at a flow rate of 2.6 ml'min” for 5 min to condition
the mini-column. After the analysis and when the last peak arrived at the baseline, 150 s
after injection valve was opened, the flow system was conditioned again with carrier A
for 30 s. In order to improve the lifetime of the mini-column, after use it was washed for

5 min with carrier A and then with water for another 5 min.

2.4. Sample preparation

For the analysis of the cleaning mousse, an adequate amount (typically 1 g) was
weighed, and mixed with 5 ml of MeOH. The solution was sonicated for 10 minutes,
and filtered through 0.45 pm filters[26]. An adequate amount of this filtrate was diluted
to 10 ml.

For the analysis of cleaning towels, an adaptation of the procedure proposed by Saas et
al [27] was applied. An adequate amount (typically 3 g) was weighed and cut into strips
to improve contact with the solvent. 25 ml of ACN were added and placed in an ultra-
sonic bath for 30 min at 50 °C and then the mixture was filtered through a 0.45 pm fil-

ter. Finally, the solution was evaporated to dryness and dissolved with 10 ml of ACN.

In both cases the basic procedure was applied to the samples. Samples were measured in

triplicate and the mean peak height values were used for data acquisition.



3. RESULTS AND DISCUSSION

The widely used alkyl hydroxybenzoates (as preservatives) are a mixture of the first
four homologues and their resolution requires a separation step. In a previous paper[23]
we studied the feasibility of that separation using a monolithic mini-column included in
a flow system with UV detection. Here we combined the separation ability of mono-
lithic mini-columns with the advantages of chemiluminescent detection for paraben
analysis. The typical advantages in terms of selectivity, by choosing the suitable
chemiluminescent chemistry, and sensitivity, as is usual with an emissive technique,
were observed. Next we studied first the chromatographic separation of parabens with
an FIA system using simple spectrophotometric detection, and second, their post-
column CL detection, considering the influence of separation conditions on this CL de-

tection.

3.1. Separation procedure

As a separative element, a monolithic mini-column, the Chromolith commercial guard
cartridges, C;g reverse phase silica 5 mm in length and 4.6 mm diameter, was selected.
The use of this ultra-short monolithic column made it possible to solve the usual pres-
sure drop when conventional filled mini-columns are used, hindering the use of normal
peristaltic pumps[5]. In this case, the system back pressure was reduced using tubing
with 0.8 mm i.d. being the maximum flow rate attained 2.6 ml-min™'.

The main variables that influence separation are the carrier composition used, typically
made up of a buffer to adjust the pH and a percentage of organic solvent to adjust polar-
ity. As the four parabens have very similar pK, (MP 8.87; EP 8.90; PP 8.87 and BP
8.79)[28], pH is not very relevant for paraben separations for which reason we did not
use any buffer. Additionally, we did not adjust the acidity conditions required for CL
reaction (H,SO4 2M) to prevent the hydrolysis of parabens during separation.

Of the several carriers tested, the best results were obtained with ACN/water and
MeOH/water mixtures. After comparing both carriers, we selected the ACN/water solu-
tion because it needed a lower percentage of ACN to obtain the same results than the
MeOH/water carrier, reducing waste in the environment. The retention behaviour of
parabens is according to their polarity: MP<EP<PP<BP (the more methylene groups the
molecule has, the greater the retention time; log P: 1.91 MP; 2.34 EP; 2.94 PP; 3.50
BP[28]), as expected (Figure 2). Additionally, if we consider the effect of both solvents

in CL detection, we observe a decrease in CL emission. Thus, 20 % MeOH means a



decrease in CL of 34.7 % and 15 % ACN means a reduction in CL of 5.3 %, a similar
effect to that described by Santiago et al.[29]. This fact also supports the selection of
ACN:water as a carrier.

Figure 2
As Figure 2A shows, the resolution of four parabens in the mini-column is possible
working in isocratic mode, but the analysis time is too high (up to 900 s). The first solu-
tion tested was to increase the flow rate, but even working at the highest flow rate tested
(2.6 mI'min’™"), the analysis time is still too high (up to 600 s) because of the high reten-
tion times for PP and BP. Consequently, we selected 2.6 ml'min™' as the flow rate and
studied the minimization of the analysis time by decreasing the polarity of the carrier,
switching after MP and EP were eluted (75 s after injection) to a new carrier B, com-
posed of 27 % ACN/water. In this way, PP and BP are sped up as seen in Figure 2B.
The consecutive use of these two carriers makes it possible to obtain a good resolution
between all peaks (Rs > 1.2) and a reasonable analysis time (150 s). With carrier A,
ACN/water 12 %, we separated MP and EP and with carrier B, ACN/water 27 %, PP
and BP. In those conditions, the retention times for the four parabens are: 29 s MP, 65 s

EP, 104 s PP and 125 s BP.

3.2. Optimization of CL detection

The optimization of the CL conditions was studied independently and univariantly for
each paraben and compromise values were selected. In this case, the configuration of
the FIA manifold is different from other cases previously described for CL detec-
tion[17,30] in order to prevent the saturation of the mini-column with Rho 6G which
decreases performance. For this reason we used different flow lines for Rho 6G and the
parabens.

3.2.1. Total flow rate.

As seen in Figure 1, we used two peristaltic pumps for the two stages of the setup: sepa-
ration and detection. Since the flow rate of the pump used for separation was set at 2.6
ml'min”', we studied the dependence of CL emission with respect to the total flow rate
achieved, by adjusting the flow rate of the pump used for CL detection. Figure 3 shows
that CL emission increases with the flow rate up to 5.1 ml'min”', and then decreases.
This means that the maximum CL emission increases as the flow rate does when the

reaction is produced closer to the flow cell, but at higher rates, the CL emission maxima



moves away from the flow cell and the signal decreases. Thus, we worked at 2.5
ml'min” for the flow rate of the pump used for CL detection.
Figure 3

3.2.2. HSO, concentration
Detection, which involves Ce(IV) and different fluorophores such as Rho 6G, requires
strong acidic conditions, coming in this case from the H,SO4 used for the Ce (IV) solu-
tion. Figure 4A shows a maximum emission at 2 M H,SO, for all parabens. This behav-
iour is due to the fact that the higher the H,SO4 concentration, the higher the hydrolysis
of parabens, increasing the signal according to the CL mechanism[17]. The explanation
for this is shown in the following mechanism section.

3.2.3. Loop volume
We studied loops of different lengths, and consequently different volumes, from 20 to
150 pl. As is usual with chromatography, the width of the peak increased with the vol-
ume and the resolution decreased at higher volumes. Additionally, Figure 4B shows a
small increase in the CL signal with the loop volume. When the loop volume increased
from 20 to 150 pl, the chromatographic parameters increased; thus the retention time
(13.1% for MP, 13.5% for EP, 15.0% for PP, 13.3% for BP); height (100.8% MP,
97.0% EP, 89.3% PP, 119.6% BP); area (135.8% MP, 123.3% EP, 99.1% PP, 106.9%
BP); bandwidth (30.8% MP, 4.8% EP, 9.1% PP, 20.0% BP); resolution (constant be-
tween 3-3.5 in all cases) and analysis time (14.3%). Volumes greater than 150 pl give
strongly overlapping results (Rs < 0.5). We selected 75 pl as the optimum loop volume
as a compromise between the analytical signal, analysis time and bandwidth.

Figure 4

3.2.4. Cerium (IV) concentration
The effect of Ce (IV) concentration on the CL intensities of parabens was examined.
Different concentrations between 6-10° M and 6-10° M were used obtaining the best
CL signal for the parabens at 2:10 M (Figure 4C). The decrease of the signal at higher
Ce(IV) concentrations has been described in the literature and ascribed either: 1) to an
absorption of radiation by the excess of yellow Ce (IV) solution[17] or 2) to the fact that
the maximum of the reaction occurs before the solution reaches the luminometer be-
cause the reaction rate increases with Ce(IV) concentration[31]. In order to study the
reason of this influence, we performed an indirect experiment using a new FIA manifold
(Figure 5). We observed that an increase in distance B (> 5 cm) decreased the CL signal

(Figure 5B), due to the fact that the maximum CL emission occurred inside the tubing,



before reaching the flow cell, when we increased its length at a constant Ce(IV) concen-
tration, which agrees with the hypothesis of Yuming Huang et al.[31].

3.2.5. Rhodamine 6G concentration
The concentration of aqueous Rho 6G, studied from 10% to 810 M, also affected the
CL signal (Figure 4D). As the working concentration, we selected 4-10™* M because of
its better repeatability. When the concentration of Rho 6G increases, the CL emission
decreases slowly because of the formation of nonfluorescent dimers of Rho 6G which
act as an efficient quencher of the monomer[32].

3.2.6. lonic strength
Ionic strength was studied by adding different amounts of NaCl to the carrier (up to
0.25 M), having, as could be expected for these analytes, no influence on the retention
times, although a small influence in peak height was observed (for MP, PP and BP in-
creases 2.1 %, 7.6 % and 7.6 %, respectively, and for EP a 5.1 % decrease). Conse-
quently, no salt was added to the carrier.

Figure 5

3.3. Chemiluminescence mechanism
The mechanism of the Ce(IV)-Rho 6G reaction has been studied extensively in the lit-
erature[30,33-35] and its reaction mechanism with parabens has been discussed by
Zhang et al.[26] and Hua Cui ef al.[17]. Here we discuss the mechanism and offer some
additional data to confirm it.
When Ce(IV) reacts with Rho 6G a small chemiluminescent emission occurs, as can be
observed by the small peak at the beginning of the CL record in Figure 5C. This emis-
sion is due to the redox reaction:
Ce(IV) + Rho 6G — Ce(III)* + Rho 6Gx (eq.- 1)
The Rho 6G,y is non fluorescent[36] and the Ce(IIl) is in excited state. This Ce(III)* can
return to his fundamental state with a small CL emission, but in the presence of fluoro-
phore Rho 6G transfers its energy, emitting more fluorescence[30].
Ce(IIT)* + Rho 6G — Ce(III) + Rho 6G* — Rho 6G + hv (eq.2)
The addition of a phenolic compound, as is the case with parabens, to this redox reac-
tion strongly increases the CL emission. For parabens, it has been suggested that the
reaction is due to the p-hydroxybenzoic acid (PHBA) generated by acidic hydrolysis
Paraben + H,SO4, — PHBA + RH (eq. 3)

where RH is the corresponding alcohol.



Produced PHBA is easily oxidized by Ce (IV) producing Ce(Il)* as was experimen-
tally observed by Hua Cui et al.[17] giving the corresponding oxidation products that
consists of 3,4-dihydroxybenzoic acid, 1,4-hydroquinone and 1,4-benzoquinone [37],
indicated as PHBA in the following equation.

Ce(IV) + PHBA — Ce(III)* + PHBA (eq. 4)
This Ce(II)* in the presence of Rho 6G gives rise to a more intense emission because
of the higher Ce(IlI)* production from PHBA[33] (eq. 2).
Indeed, we observed that PHBA produced the CL emission, but we checked that differ-
ent parabens working at the same concentration (see Figure 5C) produced a different CL
intensity. This apparently contradictory result could be ascribed to the different hy-
drolysis rate of each paraben. An increase in the alkyl chain length of parabens in-
creases their resistance to hydrolysis[19], because of the basic constant pKp[38] of the
leaving group (29.5 for methyl, 29.9 ethyl, 30.2 propyl and 30.5 butyl groups) which
increases when the carbon chain does, hindering the leaving of the alkyl chain from the
molecule and lowering the CL signal, data that agrees with the enzymatic hydrolysis
study of parabens by Valkova et al.[39]. Thus, each peak in Figure 5C corresponds to
the PHBA coming from a different hydrolyzed paraben.
The suggested mechanism means that the higher the PHBA amount, the higher the CL
emission. Thus, it is possible to conceive of a FIA manifold with prior mixing of para-
bens with Ce(IV) in H,SO4 and subsequent merging with the Rho 6G flow, but this
manifold gave unsatisfactory results because of the short life (milliseconds) of the
Ce(III)* produced in the first step. To support the above mechanism, it is assumed that
those equations 1 and 4 occur at the same time, but in a different extension, and thus we
used different FIA manifolds, shown in Figure 5, to separate the reagent mixing. If Ce
(IV) is mixed first with parabens, a higher hydrolysis and more CL emission occur. We
observed this behaviour when we used a short tube from the injection valve to the T-
connector (Figure 5A), because at this length (15 c¢cm) there is no time to complete the
mixing of the Rho 6G with the paraben in the flow line. When all the reagents are
mixed together (Figure 5A, length tube > 60 cm) the CL emission is lower due to lower
Ce(III)* production. One question remains: the high CL emission with the short tubing
despite the lower amount of Rho 6G needed. We assume that the strong retention of
Rho 6G in materials like glass or quartz, observed here in the flow cell, is responsible

for this intense emission.



3.4. Analytical parameters
The calibration functions for each paraben were obtained using eight standards and
three replicates each and all responded to a linear function with the form: I =a-X + b.

Table 1
Table 1 presents the analytical parameters for the proposed paraben determination. The
dynamic ranges obtained were: 9.85:1077 to 3.28:10* M for MP; 9.02:107 to 3.28:10* M
for EP; 8.32:107 t0 9.86:10° M for PP and 7.72:10 to 9.86-10” M for BP. The limit of
detection (LOD) (K = 3) and the limit of quantification (LOQ) (K = 10) were estimated
according to [IUPAC, with the standard deviation of the background signal measured for
the blank. Table 1 presents the relative standard deviation, RSD, at two paraben concen-
trations, 0.15 mg:1"' and 15 mg-l'l. The sampling frequency was approx. 20 h'. The pro-
posed method shows satisfactory results for quantification of each paraben in the pres-
ence of the different ratios of the co-existing parabens. From Table 1 it is apparent that
the use of the peak area as the analytical parameter presents more sensitivity but lower
repeatability than using the peak height. For that reason, we chose the peak height, as is
usual with chemiluminescent methods, for the analytical applications.
Comparing the analytical characteristics of the different methods for paraben analysis
found in the literature (Table 2), we observed that the HPLC shows the highest lineal
range when compared to low pressure flow techniques and capillary electrophoresis.
Moreover, the use of CL detection decreases the LOD in general (tenfold lower) as well
as the repeatability, and increases the lineal range (one range). It is apparent that the
coupling of chemiluminescence for detection in separation techniques improves the ana-
lytical determination of parabens.

Table 2
3.5. Analytical applications
The proposed method was applied to cosmetics samples (cleaning towels and cleaning
mousse). One of them contained only three parabens (cleaning towels) and the other

contained the four (cleaning mousse).
Figure 6

For the extraction of parabens in the cosmetics products studied, we used an adaptation
of the procedure based on ACN proposed by Saas et al.[27] for the cleaning towels and

on the use of MeOH for the cleaning mousse[26]. The quantitativeness of the extraction



procedures was tested through the addition of known amounts of each paraben. Recov-
eries of the different parabens (Table 3) ranged between 92.0 and 111.4 %.
Table 4 shows that the proposed CL method is validated by comparison with an HPLC
reference method[25]. This table includes the mean values from 3 determinations of the
samples, standard deviations of these measurements and the probability value (Pya) of
the test used to compare the results obtained for both methods.
The proposed method has several advantages over the usual HPLC method: it uses very
simple, fast instrumentation that is cheaper and has better detection limits. The draw-
backs of this methodology concern its lower precision and limited capacity for separa-
tion due to the column length, although it is sufficient for the determination of these
parabens.

Table 2

Table 3
4. CONCLUSIONS
We succeeded in separating the mixture of four parabens MP, EP, PP and BP using a
low pressure chromatographic system with an ultra short monolithic column (5 mm)
with chemiluminescent detection. The use of chemiluminescent detection based on the
Ce(IV)-Rhodamine 6G chemistry improves the lineal range and lowers the detection
limit some two orders of magnitude with respect to spectrophotometric detection while
maintaining the precision. CL detection increases the sensitivity of the method for its
application to cosmetics analysis. The results were chemometrically validated and com-
pared with an HPLC reference method. The described method is practical, simple, rapid
and inexpensive and can determine the parabens at ug:1" with a precision between 2 and
6 %. It would be possible to use this method for routine analysis considering its short

analysis time (150 s) and easy maintenance.
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Table 1. Analytical parameters for the MP-EP-PP-BP mixture

MP EP PP BP

Parameter Height Area Height Area Height Area Height Area
b 76.64 479.25 49.00 473.70 7.96 443.77 11.46 68.04
Sy 25.77 129.55 17.51 135.60 6.04 199.81 3.74 39.32
a/M’ 9.28-10° | 1.04-10° | 6.26:10° | 1.00-10° | 7.61-10° | 6.17-10" | 4.19-10° | 7.21-10
S/M™! 1.83-10° | 9.21-10° | 1.24-10° | 9.64-10° | 1.28-10° | 1.42-10° | 7.98-10" | 8.37:10
R*/% 99.38 99.87 99.37 99.85 99.63 99.16 99.53 99.82

9.85-107 [ 9.85-107 | 9.02:107 | 9.02:107 | 8.32-107 | 8.32-107 | 7.72:107 | 7.72:10°
LDR/M to to to to to to to to

32810 | 3.28:10* | 3.28:10* | 3.28:10* | 9.86:10”° | 9.86:10° | 9.86:10° | 9.86:107
LOD/M 1.91-10% [ 9.19-10° | 2.83-10% [ 9.56:10° | 2.33-10% | 1.55-10% | 4.22-10F | 1.33-10°
LOQ/M 6.36:10° | 3.06:10° [ 9.43-10% | 3.19-10° | 7.75-10° | 5.17-10° | 1.41-107 | 4.42:10®
RSD /% 5.56 4.19 3.49 5.38 422 8.70 6.22 9.25
RSD™ /% 2.85 3.78 428 2.30 5.17 5.44 3.65 5.33

b Slope; S, Standard Deviation of Slope; a Intercept; S, Standard Deviation of Intercept; R Correlation
Coefficient; LDR Limit Dynamic Range; LOD limit of detection; LOQ Limit of quantification; RSD"
Relative Standard deviation for 0.15 mg:I" (low concentration) of parabens; RSD"" Relative Standard
deviation for 15 mg-1" of parabens (high concentration).




Table 2 Comparison of determination of paraben mixtures in cosmetics samples with different analytical
techniques.

Method Compounds R(T\l/}%e IE;)/[I)) Prioc/l:)l on Application | Reference

MP 3.01-10°-4.89-10° | 2.14-10° 1.89

Electrophoresis EP 3.51-10°-5.69-10° [ 1.75-10° 1.31 Cosmetics [40]
DAD detection PP 3.33-10°-5.41-10° | 1.42:10° 1.18
BP 3.60-10°-5.84-10° | 2.86:10° 1.30

5 7 -7

HPLC MP 6.57~10_6 - 2.63~10_4 1.31~10_7 1.5

DAD detoction EP 6.01-10°—2.40-10 1.80-10 32 Cosmetics [41]
PP 5.55:10°-2.21-107 | 1.66:107 25
BP 5.1410°-2.05107 | 1.54-107 2.4
MP 3.17-10°-8.23-107 | 3.17-10° 1.4

FIA mini-column EP 3.84-10°-6.58-10% | 1.15-10° 2.7 . [23]

DAD detection PP 5.77-10° - 1.07-10°_| 1.73-10° 2.6 Cosmetics

BP 1.12:10*-1.97-10° | 3.37-10° 3.5
MP 2.95107-9.85-107 [ 2.23-107 1.1

FIA (no separation) EP 1.81-10°-3.0-10° [ 1.20-10° 1.2 Food [17]
CL detection PP 2.77-10%-5.55-10° [ 1.11-10° 1.6
BP 4.12:10%-4.12:10° [ 2.57-10° 1.7
MP 2.62:10°-4.6:10 1.24-10° 2.6

HPLC EP 3.00-107-5.41-10° [ 1.62-10° 2.2 ) [26]

CL detection PP 3.32.10°_5.54-10° | 2.16:10° 1.9 Cosmetics
BP 3.0810%-5.14-10° | 2.72.10° 1.7
MP 9.85:107-3.28-10" [ 1.91-10° 5.6
FIA mini-column EP 9.02:107-3.28-10% [ 2.83-10° 3.5 Cosmetics | This paper

CL detection PP 8.32:107-9.86:10° | 2.33-10° 4.2
BP 7.72107-9.86:10° | 4.22:10° 6.2




Table 3. Recovery results obtained for the paraben mixtures in cosmetics

Samples
Cleaning mousse Cleaning towels
Compounds - -
Spiked level Recovery * Spiked level Recovery *
mgg’ % mgg’ %
MP 0.22 111.4+7.6 1.56 107.2+2.8
EP 0.34 92.1+8.5 0.48 83.3+2.9
PP 0.20 104.5+6.5 0.45 100.3+3.8
BP 0.18 99.2+43 -- ---

*Values are means for three determinations %+ standard deviation.




Table 4. Results obtained for the paraben mixtures by reference and proposed methods.
BP/mg-g"; R.S.D (%)

MP/mg-g’; R.S.D (%) EP/mg-g"; R.S.D (%) PP/mg-g"; R.S.D (%)
Sample Proposed Reference P.f Proposed Reference p,f Proposed Reference P, Propose Reference p,f
method* method* (%) method* method* (%) method* method* (%) method* method* (%)
0.213;5.87 | 0.210;0.45 | 68.9 | 0.194;1.88 | 0.203;0.51 6.7

Cleaning | c4201 | 067,004 | 50 | 0143607 | 0153047 | 155

mousse

71.9 0.20; 4.4 0.201;0.24 | 5.0 -—- -

Cleaning | 730. 189 | 0.73;1.81 | 97.4 | 0210;0.721 | 0.208;0.32

towels

*Mean of three determinations + R.S.D. The data are expressed in mg of paraben per gram of product.

P,: P-value




Figure captions

Figure 1. FIA manifold for the separation of parabens with a mini-column and CL de-

tection.

Figure 2. A) Retention time dependence on ACN percentage for different parabens.
Each point is the average of three measurements. Conditions: carrier: ACN/water. Stan-
dards: diluted with the same carrier, 12.5 mg-1"'. Flow rate: 1.4 ml'min™". Loop volume:
150 pl. B) Dependence of retention time on carrier B composition. Conditions: carrier
A: 12 % ACN/water, carrier B: ACN/water. Flow rate: 2.6 ml'min™'. Standards: diluted
with the same carrier, 12.5 mg-I"". Loop volume: 150 pl.

Bars represent the retention time of parabens and horizontal lines represent the peak

broadness. Legend: OMP EEP B PP E BP

Figure 3. Variation of the CL emission signal with flow rate. Conditions: 10% M Ce
(IV); 10* M Rho 6G; standards 2 mg-l'1 (¢ MP, m EP, A PP, oBP). The x-axis shows

the total flow composed for the two pumps in the system.

Figure 4. Optimization of CL reagent concentration. A) H>SO4 concentration. Condi-
tions: Ce (IV) 102 M; Rho 6G 10™ M; loop volume 75 pl; B) loop volume. Conditions:
Ce (IV) 10 M; Rho 6G 10™* M; H,S04 0.5 M; C) Ce (IV) concentration. Conditions:
Rho 6G 10 M; H,SO4 2 M; loop volume 75 pl; D) Rho 6G concentration. Conditions:
Ce (IV) 2:102 M; H,SO4 2 M; loop volume 75 pl. In all cases we used a mixture of 2
mg1" for each paraben (¢ MP, m EP, A PP, oBP). Bars represent the repeatability of
CL signals (three replicates per point).

Figure 5. Manifold used to discuss the CL mechanism: A) Dependence of CL signal
with distance from injection valve to T connector; B) Dependence of CL signal distance
from T connector to luminometer; C) CL record from solutions containing 1 mg-1" in
each parabens injected separately. Conditions: Ce (IV) 2:10% M, Rho 6G 410" M, 2 M

of sulphuric acid and 75 pl of loop volume at a flow rate of 2.5 ml-min™".

Figure 6. CL record for standards and samples (cleaning mousse and cleaning towels).
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ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS IN HEALTH CARE PRODUCTS
BY LOW-PRESSURE LIQUID-CHROMATOGRAPHY WITH MONOLITHIC

COLUMN AND CHEMILUMINESCENT DETECTION

J. Ballesta Claver, M.C. Valencia-Miron and L.F. Capitdan- Vallvey*
Solid Phase Spectrometry Research Group, Department of Analytical Chemistry,
Campus Fuentenueva, Faculty of Sciences, University of Granada,
E-18071 Granada, Spain.

Abstract

This paper presents a new application for monolithic columns with low pressure chro-
matographic separation using an FIA configuration with chemiluminescent detection for
the determination of a mixture of phenolic compounds: phloroglucinol (PH), 2,4-
dihydroxybenzoic acid (DHBA), salicylic acid (SA), methyl paraben (MP) and n-propyl
gallate (PG). The procedure consists of the separation of these compounds on a reverse
phase ultra-short monolithic column with pH 3.0 acetate buffer with 5% acetonitrile as
carrier phase. The detection is based on a chemiluminescence measurement coming
from Ce(IV)-Rhodamine 6G chemistry with the incorporation of two different
chemiluminescent chemical conditions in the chromatographic setup in order to enhance
the sensitivity for the different phenolic compounds. All separation and detection va-
riables were optimized to propose a determination method. The analysis is performed in
280 s, with the sampling frequency being some 13 h'. The calibration function is a
double reciprocal function obtaining good results within two orders of magnitude. The
limits of detection (LOD) were: 8.80-10° M (PH); 2.70-10®* M (DHBA); 2.30-10% M
(SA); 5.15- 10° M (MP) and 4.08: 10°M (PG) and the relative standard deviation (RSD)

at a medium concentration, 2 mg-l"l, were: 4.43 % (PH); 2.75 % (DHBA); 5.16 % (SA);
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3.61 % (MP) and 6.83 % (PG). The method was applied and validated satisfactorily for
the determination of these compounds in health care products, comparing the results

against an HPLC reference method.

Keywords. Health care products; Monolithic mini-column; Low-presure chromato-
graphic separation; Chemiluminescence; Ce(IV)-Rhodamine 6G chemistry.

* Corresponding author. E-mail: Icapitan@ugr.es (L.F. Capitan-Vallvey).
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1. INTRODUCTION

One of the most analyzed chemical groups is phenolic compounds (PCs) due to their
involvement in health questions and their physiological, chemical and anti-carcinogenic
properties. They are produced naturally —in foods and in human and animal wastes and
in the decomposition of organic material— but can also be man-made chemicals used in
many different applications [1]. These compounds, characterized by at least one aryl
ring with at least one attached hydroxyl group, are widely used as preservatives and in
medicinal preparations because of their broad antimicrobial spectrum. They may be
harmful to consumers due to their tendency to induce allergic contact dermatitis. Hence,
the determination of these compounds in different commercial products is important
both for quality assurance and consumer safety.

The most convenient and often used techniques for the determination of phenolic com-
pounds include gas chromatography [2], high-performance liquid chromatography [3.4],
and capillary electrophoresis [5].

The marriage of chromatography to flow techniques offers interesting characteristics,
because flow technique methods present advantages in simplicity, low cost, versatility,
speed, and, typically, good analytical figures, although without separation abilities. For
its part, liquid chromatography is a well-established analytical technique with high
separative power, selectivity and performance, but it requires much more expensive
instrumentation than flow techniques. This justifies the combination of flow techniques,
such as flow injection analysis (FIA) [6], or sequential injection analysis (SIA) [7] with
low pressure chromatographic separations to achieve selective low-cost analytical
methodology.

The key to this combination of flow techniques and chromatographic separations are

monolithic materials, a high cross-linked porous monolithic polymer with mesopores
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for retention and larger macropores for through-flow that provide good separation
power, high chemical stability and flow characteristics at low pressure conditions [8].
Different flow techniques and monolithic materials have been used in combination
mainly with DAD or conductivity detection for separations of drug mixtures [6,7,9,10],
food and cosmetics additives [11,12], pollutants such as polyaromatic hydrocarbons
[13] and inorganic cations and anions mixtures [8,14,15].

Chemiluminescence (CL) is a widely used detection method for different techniques
such as HPLC, capillary electrophoresis, thin layer chromatography and FIA [16] due to
the high sensitivity and wide linear range attainable with simple instrumentation [17].
Different types of CL detection have been used in FIA schemes, although without any
separation steps, for the determination of phenolic compounds. For example, Haghighi
and Dadashvand [18] have proposed the N-chlorosuccinimide-KI-luminol chemistry;
Costin et al. [19] used a FIA with CL detection using acidic permanganate for the esti-
mation of the total phenolic content in wine with CL; and Cui et al. proposed the CL
coming from a Ce(IV) and Rhodamine 6G reaction for the determination of different
phenolic compounds [17]. Therefore, the combination of HPLC and CL detection offers
an improvement over conventional HPLC methods for phenolic compounds [20,21].

CL detection has rarely been used in low pressure chromatographic systems with a mo-
nolithic column using FIA manifolds. Thus, Adcock et al. [6] proposed a hybrid
FIA/HPLC system for the separation of six alkaloids and four biogenic amines using a
25 mm length monolithic column with tris(2,2'"-bipyridyl)ruthenium(IIl) and permanga-
nate CL detection. Paull ef al. [22] used a 3 mm long chelating monolithic disk for the
selective retention and CL determination of Cu(Il) based on 1,10-phenanthroline and

hydrogen peroxide chemistry. We have described the separation of parabens in cosmet-
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ics using an ultra-short monolithic column and CL detection based on Ce(IV)-
Rhodamine 6G chemistry in a simple FIA manifold [23].

In this paper we are interested in the use of CL detection in low pressure chroma-
tographic separations using an FIA system that includes an ultra-short monolithic col-
umn, due to its good detection limits and versatility, in order to improve the characteris-
tics of these methods. We selected the phenolic compounds commonly used in formula-
tions of health care products such as phloroglucinol (PH), 2,4-dihydroxybenzoic acid
(DHBA), salicylic acid (SA), methyl paraben (MP) and n-propyl gallate (PG), to verify

and propose a simple and cheaper analytical solution for these compounds.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Reagents and Chemicals

All chemicals used were of analytical reagent grade. Aqueous solutions were prepared
using reverse-osmosis type quality water produced by a Milli-RO 12 plus Milli-Q puri-
fication system (Millipore, Bedford, MA, USA). Phloroglucinol (PH), 2,4-
dihydroxybenzoic acid (DHBA), salicylic acid (SA), methyl paraben (MP) and n-propyl
gallate (PG) are supplied by Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain). 100
mg~1'l stock solutions containing each phenolic compound (PC) and a solution contain-
ing all plenolic compounds (PCs) at 100 mg~1'l each, were prepared by exact weighing of
each compound and solution in 5 % (v/v) acetonitrile (ACN) (Panreac Quimica S.A, Bar-
celona, Spain, 99.9 % v/v HPLC grade). These solutions were spectrophotometrically
stable when protected from light and kept in the refrigerator at 4°C at least for two
months. Other solutions were prepared by appropriate dilutions with water while maintain-
ing 5 % (v/v) ACN in all instances. The pH 3.0 buffer acetate 2 M was prepared from ace-

tic acid 96 % (p/v) (d = 1.052 g-ml'l) by Panreac and NaOH 0.5 M. The chemiluminescent
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reagents used were 102 M ammonium cerium (IV) sulfate dihydrate (99 %) and 1 M
sulfuric acid, both by Merck (Madrid, Spain) and 10 M of Rhodamine 6G chloride

(Rho 6G) 95 % by Sigma.

2.2. Apparatus and Software

The flow analysis set-up consisted of two Gilson Minipuls-2 four channel peristaltic
pumps (Gilson, Inc., Middleton, USA) working at a constant flow-rate and four variable
volume Rheodyne 5041 teflon rotary valves (one as injection valve and the other three
as selection valves) controlled electromechanically by a homemade device. PTFE tub-
ing (Omnifit, Cambridge, England) (0.8 mm i.d. and 1.6 mm o.d.) and various end-
fittings and connectors of different diameters were used. As the separation element in
the flow system we tested a C;g monolithic mini-column (Chromolith Guard Cartdrige
RP-18 endcapped) (5§ mmx4.6 mm i.d.) from Merck (Darmstadt, Germany) and an ani-
onic precolumn CIM from Bia Separations (Ljubljana, Slovenia). With these monolithic
mini-columns we were able to use low-pressure pumps (peristaltic pumps in this case).
Additionally, the system back pressure was minimized using tubing with 0.8 mm i.d.
with the maximum flow rate attained being 2.6 ml'min”"

Chemiluminescence measurements were performed with a CL-1 Camspec luminometer
(Camspec Ltd., Cambridge, UK) interfaced to a personal computer via an INT7 - 24 bit
A/D integration board. Peristaltic pumps, rotary valves and the luminometer were con-
nected to PC and controlled by software designed by us.

Other instruments used were a Hewlett Packard HP-8453 diode array spectrophotometer
(Nortwalk, CT, USA) interfaced to a PC and equipped with a Hellma 138-QS flow cell
with 1 mm light path; an Agilent 1100 series liquid chromatograph with DAD detector

provided with a Cg Zorbax column used to validate the proposed method, and a Crison
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digital pH-meter with combined glass-saturated calomel electrode (Crison Instruments,
Barcelona, Spain). For sample extraction, C;s Isolute solid phase extraction cartridges
(Biotage AB, Uppsala, Sweden) were used.

Software programs used for the treatment of the data were: CSW32 software package
supplied by DataApex Ltd. v 1.2.5 (2001) (Prague, Czech Republic) used for the acqui-
sition and manipulation of the luminescence data; Statgraphics software package (Ma-
nugistics Inc. and Statistical Graphics Corporation, USA, 1992), ver.4.0 (1993) and Mi-
crosoft Office 2003.

Figure 1

2.3. Procedure
2.3.1. Standards and samples

A sample solution or standard containing between 107 and 10 M each of PH, DHBA,
SA, MP and PG with the same composition as the carrier A was inserted into the flow
analysis system through a loop valve injector (150 pl). For the mobile phase we used
two: pH 3.0 acetate buffer 0.1 M (carrier A) and 0.1 M pH 3.0 acetate buffer with 5%
ACN:H,0 v/v (carrier B) working in both cases at a flow rate of 2.6 ml'min~". The CL
detection is based on Ce(IV) and Rhodamine 6G chemistry and two different configura-
tions were used: 1) 6:10% M Ce(IV) in 0.5 M H,SO4 (solution C) and 5:10° M Rho 6G
(solution E); and 2) 2:10* M Ce(IV) in 1.5 M H,SO; (solution D) and 5-:10* M Rho 6G
(solution F). Theses solutions were moved by a second peristaltic pump at a flow rate of
2.6 ml'min™.

Initially, the carrier A flowed through the manifold and was mixed with solutions C and
E using a 4-ways connector. 150 s after the injection valve was opened, the carrier

changes to carrier B and at the same time solutions C and E changed to solutions D and
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F using a programmed sequence for the three needed selection valves. The CL analyti-
cal signal corresponded to the difference between the maximum CL intensity (I;) and
CL background (Ip). The relationship between the concentration and peak height for
phenolic compounds was established by conventional calibration with external stan-
dards.
2.3.2. Reference
As reference method, an adaptation of the HPLC-DAD method proposed by Mikami et
al. [24] was used. A 5 pm Cg silica in a 150 x 4.6 mm column along with an isocratic
mobile phase made up of water:acetic acid (95:5) at a constant flow rate of 1.0 ml'min™*
were used and the chromatograms were obtained at the wavelengths: 260 nm (PH), 254
nm (DHBA), 300 nm (SA), 254 nm (MP) and 272 nm (PG). To obtain the calibration
function, 5 different concentrations and 3 replicates each of the standard solution were
analyzed using peak height as the analytical parameter.
2.3.3. Maintenance

For correct maintenance of the system, especially the mini-column, before the analysis
it was necessary to pass 10 % ACN:H,O (v/v) at a flow rate of 2.0 ml'min” for 5 min to
clean and then carrier A for another 5 min to condition the mini-column. Once the last
peak arrived at the baseline, which occurs 280 s after the injection valve was opened,
the flow system was conditioned with carrier A for 30 s. After use and to improve the
lifetime of the mini-column, the flow system was washed by carrier A first for 5 min

and then with water for another 5 min.

2.4. Sample preparation
For the analysis of the cleaning gel and callus corrector cream we used an adaptation of

the sample treatment proposed by Mikami e al. [24]. An adequate amount of gel or
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cream (typically 1 g) was weighed in a 50 ml round flask and roto-evaporated for 30
min at 90 °C to eliminate water. Then 5 ml of ethyl acetate was added, shaking in an
ultrasonic bath for 5 min and then adding 25 ml of hexane. Then, the sample was puri-
fied using a C;3 SPE cartridge activated with 10 ml of hexane:ethyl acetate solution
(4:1). Afterwards, 2 ml of the previous solution of sample was passed through the acti-
vated cartridge and without any further washing step was eluted with hexane:ethyl ace-
tate (4:1). After evaporation of the solvent in a roto-evaporator for 5 min, the extract
was dissolved in 5 ml of ACN and 20 ml of water. Each sample was analyzed in tripli-

cate, measuring them three times for peak height.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In previous papers, we studied the feasibility of separating different additives such as
parabens [11] and mixtures of antioxidants, preservatives and sweeteners [12] using
low-pressure chromatographic separation by a monolithic mini-column included in a
flow system with UV detection. Additionally, detection based on chemiluminescence
offers advantages in sensitivity and limits of detection. In this paper, we studied the
separation of five phenolic compounds widely used as health care products by means of
an ultra-short monolithic column combined with CL detection to improve lineal ranges
and limits of detection.

The chromatographic separation step was studied and optimized first using a simple
spectrophotometric detection, and then we studied the post-column CL detection, ad-
justing the different influencing factors and considering the influence of separation con-

ditions on this CL detection.

3.1. Chromatographic separation
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We studied two different mechanisms for the separation of these phenolic compounds,
first an ion-exchange-based one using an anionic disk as the separative element and a
polarity-based one using a C;g mini-column second. Different preliminary studies with
anion-exchange disks working at pH between 7 and 9 only permit the separation of SA
and DHBA from the others analytes due to their small differences in pK, values (PH:
8.45 [25] and 8.88 [26]; DHBA: 3.12 and 8.82 [27]; SA: 2.98 [28] and 13.62 [29]; MP:
8.4 [30] and PG: 7.79 and 10.9 [31]) and the short length of column used.

When considering the differences in polarity of the phenolic compounds under study,
measured as octanol-water partition coefficients (log P), we found that at a pH around 3,
the differences are high enough for separation (PH log P: 0.16 [32], DHBA 1.63 [33],
SA 1.68 [34], MP 1.91 [35] and PG 1.80 [36]).

To verify this separation, we used a C;s silica-based mini-column working in different
pH conditions (2-7) in the aqueous carrier (phosphate buffer, acetate buffer and hy-
drochloric acid). A pH of 3 or lower makes it possible to separate PH, DHBA and SA,
due to the fact that the increased suppression of the dissociation of more acidic phenols,
such as DHBA and SA, increases the retention time (Figure 2A). Consequently, we se-
lected pH 3.0 acetate buffer 0.1 M as carrier, although in those conditions the analysis
time, due to the high retention of MP and PG, is too long (480 s). To reduce the analysis
time, we decreased the polarity of the carrier with ACN. Figure 2B shows a decrease in
the analysis time with the ACN percentage, with 5% being the best choice for a good
resolution (Rs >1.2). Since the resolution for PH, DHBA and SA in 5% ACN is lower
than 0.8 (DHBA and SA overlapping) we began the run with pH 3 acetate buffer 0.1 M
and after the separation of PH, DHBA and SA we changed the carrier to 5 % ACN- pH

3 acetate buffer 0.1 M, decreasing the analysis time to 280 s. Although we studied mini-

10
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columns of different lengths (5 and 10 mm), we selected a 5 mm column because in the
above working conditions, it provides sufficiently good resolution of these analytes.
Figure 2
We then studied the influence of separation conditions on chemiluminescent detection.
The presence of ACN in the carrier composition decreases the CL emission. For in-
stance, 15 % of ACN in the carrier produces a reduction of some 15.3 % in CL emis-
sion, behaviour described by Gil Garcia et al. [37]. However a smaller ACN percentage,
such as the 5 % ACN-acetate buffer used here, has a minimum effect on the CL signal
(1.3 %).
3.1.1. Separation flow rate
To study the flow rate working in the optimum separation conditions, we tested five
values between 0.8 and 2.6 ml'min™. Figure 3 shows that the best separation consider-
ing bandwidth and resolution corresponds to 2.6 ml'min™".
Figure 3
3.1.2. Separation conditions
We performed the separation of phenolic compounds using two carriers: pH 3 acetate
buffer (carrier A) and 5 % (v/v) of ACN-pH 3 acetate buffer (carrier B). The change
from carrier A to B using an automatized selection valve occurs at 150 seconds, once
the PH, DHBA and SA leave the column (first part of chromatographic record). Subse-
quent to this change in carrier, we separated MP and PG (second part of chroma-
tographic record). The elution sequence, with a resolution greater than 1.2 in all cases,
is: PH (24 s); DHBA (56 s); SA (105 s); MP (185 s); PG (250 s), with a total analysis

time of 280 s (Figure 5A).

3.2. Chemiluminescent detection

11
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The detection of phenolic compounds by chemiluminescence requires the selection of
CL reagents and the adjustment of CL conditions. Different CL reactions for determina-
tion of PCs have been proposed, including luminol [38], peroxioxalate [5] and Ce(IV)
[21]. We chose Ce(IV) chemistry due to its versatility, selectivity and stability for PC
detection. This reagent is generally used in the presence of different enhancers to in-
crease the CL signal, such as Tween 20 [21], Rho 6G [17], fluorescein, sulfite or qui-
nine [39]. We studied all these enhancers along with Ce(IV), observing that the use of
quinine, sulfite and fluorescein does not produce any CL signal. The results for the oth-
ers, Rho 6G, Tween 20 and the mixture of both, is presented in Table 1. Better results
were obtained for Rho 6G, whereas Tween 20 considerably reduced the CL emission
and the combined use of Rho 6G and Tween 20 [39] did not offer any substantial im-
provement.

Table 1
The optimization of the CL detection was performed studying univariantly the chemical
conditions for the different PCs under study, i.e., selecting a compromise values from
the results obtained. The CL reaction and chromatographic separation were carried out
in separated flow lines (Figure 1), because the use of a single line results in a saturation
of the mini-column by Rho 6G which decreases the efficiency of the separation.

3.2.1. Total flow rate.
The CL emission increases continuously with the total flow rate attained with the two
peristaltic pumps. For this reason, we chose the maximum flow rate reachable by the
second peristaltic pump, 2.6 ml'min”, obtaining a total flow rate of 5.2 ml'min”".
3.2.2. Cerium(IV) concentration

The effects of Ce(IV) on the CL signals coming from PCs were examined between 610

*M and 6107 M in 1.5 M H,SO, and 4-10* M Rho 6G. As seen in Figure 4A, the
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maximum CL signals for the PCs studied occurred at a different Ce(IV) concentration:
for PH, DHBA and SA at 61072 M, and for MP and PG at 2:102 M. In all cases, except
for MP, the signal increases with the concentration up to a plateau. In the case of MP, a
maximum is observed with the CL then decreasing. This CL behaviour is due to the fact
that an increase in Ce(IV) concentration increases the reaction rate and the maximum of
the reaction occurs before the bolus reaches the luminometer [23,40]. The MP and PG
CL mechanism is different from the others because of their need of prior hydrolysis,
having a different behaviour (see CL mechanism).

Figure 4

3.2.3. H,SO,4 concentration
The CL reaction based on Ce(IV) requires strong acidic conditions with H,SO4 [41].
Nine different H,SO4 concentrations between 0.2 and 2.6 M were studied for CL gen-
eration with PCs (Figure 4B), working at the optimum Ce(IV) condition for each. It was
observed that the best conditions are not the same for all the compounds: 0.5 M for PH,
SA and PG and 1.5 M for DHBA and MP. The reason for the CL decrease with the in-
crease in acidity is due to the precipitation of Ce(IV) sulfate at higher H,SO4 concentra-
tions. Creager ef al. [42] described that the maximum concentration of Ce(IV) in solu-
tion corresponds to 0.5 M in H,SO,, which agrees with our results for PH, SA and PG.
However, MP increases the CL signal with acid concentration because of the increasing
hydrolysis with acidity according to CL mechanism.
3.2.4. Rhodamine 6G concentration

The influence of Rho 6G showed a similar pattern for all the PCs studied (Figure 4C)
but the maximum was reached at different concentrations: PH and MP (510 M); SA

(5-10'5 M) and PG and DHBA (810 M). When the concentration of Rho 6G increases,
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the CL emission decreases slowly due to the formation of nonfluorescent dimers of Rho
6G which act as an efficient quencher of the monomer [43].

As a result of the above study of the influence of Ce(IV), H,SO4 and Rho 6G, the work-
ing conditions must be different, which implies a cumbersome procedural system. In
order to select the best compromise conditions, we included two sets of concentrations
in the two separation conditions used. In the first part of chromatographic separation
(PH, DHBA and SA), we considered that SA must work at its best chemical conditions
(0.5 M H,S04, 6102 M Ce(IV) and 5-10° M of Rho 6G) due to the low CL emission.
This choice produced CL that decreased in intensity 27 % for PH and 50% for DHBA.
In the second part of the chromatographic separation (MP and PG), the selection of 0.5
M H,SOy4, which is the optimum for PG due to the low CL intensity, means a dramatic
CL decrease for MP. Thus, the concentrations were fixed at the best conditions for MP,
i.e. 1.5 M H,SO4, 2:102 M Ce(IV) and 5-10* M of Rho 6G (Figure 5A). This choice
produces a CL signal the decreases 60 % for PG but in these conditions, it is possible to
determine these two analytes with the required sensitivity.

3.2.5. Loop volume

We studied loops of different lengths, thus with different volumes, from 25 to 500 pl.
The pair resolutions Rs decreased slightly from 25 to 150 pl (PG-DHBA 2.4 to 1.6,
DHBA-SA 2.5 to 2.0, SA-MP 3.9 to 3.6, MP-PG 2.7 to 2.5). From 150 to 300 pl, the Rs
decreased considerably, especially in the first part of chromatographic separation (PG-
DHBA 1.6 to 0.8, DHBA-SA 2.0 to 1.1, SA-MP 3.6 to 4.1, MP-PG 2.5-2.7), resulting in
a strong overlap for PG-DHBA-SA. On the other hand, the CL signal increased from 25
to 150 pl for all the PCs, but from 150 to 500 pl it decreased, except with MP, which
continued to grow. Due to the good resolution for all the peaks, we decided to select

150 pl as the loop volume.

14
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3.2.6. Ionic strength
Ionic strength was studied by adding different amounts of NaCl to the carrier (up to
0.25 M), which had, as is to be expected with these analytes, no influence on the reten-

tion times. Consequently, no salt was added to the carrier.

3.3. Chemiluminescence mechanism.
The mechanism of the CL generation for phenolic compounds using the Ce(IV)-Rho 6G
reaction has been studied by different authors [17,21,44,45]. Basically, when Ce(IV)
reacts with Rho 6G, a small chemiluminescent emission occurs, due to the redox reac-
tion:
Ce(IV) + Rho 6G — Ce(IlI)* + Rho 6Gox 1)

The Rho 6Goy is non fluorescent [46] and the Ce(IIl) is in excited state. This Ce(III)*
returns to its fundamental state with a small CL emission, but in the presence of fluoro-
phore Rho 6G transfers its energy, emitting fluorescence [17].

Ce(IID* + Rho 6G — Ce(III) + Rho 6G* — Rho 6G + hv 2)
In this work, we had two types of analytes: phenolic ester compounds (MP and PG) and
phenolic compounds (PH, DHBA and SA).
1) MP and PG were hydrolyzed in acid medium producing the p-hydroxybenzoic acid
(PHBA) or 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (THBA) and the corresponding alcohol, re-
spectively. The PHBA or THBA produced is easily oxidized by Ce(IV) producing
Ce(III)* as described by Hua Cui et al. [45], giving the corresponding oxidation prod-
ucts PHBAx or THBA. This Ce(III)* in the presence of Rho 6G gives rise to a more
intense emission because of the efficient Ce(Ill)* production [47]. Making an estima-
tion of the acidic hydrolysis constant using the SPARC program [48] we obtained

2.42:107 I'mol™s" for MP and 2.3-10~ I'mol™s™" for PG, i.e. the hydrolysis for PG was
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faster than MP. This agrees with the H,SO4 optimization results (Figure 4B) where the
PG was completely hydrolyzed at 0.5 M H,SO4 and the MP required more acidic condi-
tions to be hydrolyzed. On the other hand, the CL emission of PHBA was higher than
THBA, which agrees with the results by Cui et al. [17] and with the half-peak oxidation
potentials (E,;) since PHBA is a more reducer chemical (0.64 V) than THBA (0.01 V)
[49]. The decrease in the THBA CL emission was due to the formation of a Ce(IV)
complex (K¢=3.24- 10 I'mol™) through the two hydroxyl groups of THBA [50].

2) PH, DHBA and SA were oxidised by Ce(IV) at first. The Ce(II)* produced engen-
dered a CL emission in the presence of Rho 6G [47], although depending on the distri-
bution of the hydroxyl groups in the molecule, different intensity in the CL signals was
obtained [17]. This agrees with the reducing characteristics of the molecules (Ey,):
DHBA (0.68 V)>PH (0.52 V)>SA (0.48 V) [51]. In brief, the CL emissions for the dif-
ferent PCs are:

PG +H,S0, —%', THBA + MH

1) (3)
Ce(IV)+ THBA —> Ce(Ill) + THBA .

b MP + H,S0, —% , PHBA + MH W
Ce(IV)+ PHBA —— Ce(Ill)" + PHBA
2){Ce(IV) +PC——Ce(Il)" +PC,, } )

3.4. Analytical parameters

As usual with CL methods, and because of its better analytical features, we used ana-
Iytical parameter peak height for PC analysis. The calibration function for all PCs stud-
ied was linearised, applying a double reciprocal function: 1/I = a-1/X + b that was ob-
tained using three replicates of each standard and nine standards for each calibration

graph. The lack-of-fit test was applied to check its linearity.
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Table 2
Table 2 presents the analytical parameters obtained for the phenolic compounds studied.
As the calibration function is a double reciprocal, the limit of detection (LOD) and the
limit of quantification (LOQ) were obtained using the standard criteria [52]. LOD =y +
3sp and LOQ =y, + 10sp, where y, is the average blank signal and s, is the standard
deviation of ten blanks. The analytical parameters show that PG has lower accuracy and
sensitivity due to its lower CL signal. The sampling frequency was some 13 h™'. The
proposed method shows satisfactory results for the quantification of each PC in the
presence of different ratios of the co-existing PCs (1:5 to 5:1) without any interference
in CL signals or loss in resolution (Rs > 1.5 in all cases).
Comparing the analytical characteristics of this low pressure technique with HPLC us-
ing CL detection for phenolic compounds analysis [44], we found a higher lineal range
for the HPLC method (one order of magnitude), similar values of LOD, shorter reten-
tion times for the low pressure technique (PH 0.4 min; DHBA 0.9 min; SA 1.75 min;
MP 3.1 min; PG 4.2min) with respect to HPLC (PH 2.4 min; DHBA 12.0 min; SA 29.1
min; MP 9.7 min; PG 2.7 min) and better precision for HPLC (1.3-4.4 %) than this low
pressure technique (2.7-6.8 %). However, the configuration presented in this work of-
fers a good resolution for small groups of PCs with short analysis time, economic in-

strumentation and good detection limits.

3.5. Analytical applications

The proposed method was applied to the analysis of health care products, specifically to
a cleaning gel and a callus corrector cream, which contain two of the five phenolic
compounds studied in the text, SA and MP (Figure 5B). MP and SA are used as preser-

vatives in food, cosmetics solvent products, paste, glue and hides [53] and salicylic acid
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has been used recently as a whitening agent in cosmetics and as exfoliation agent in skin
care creams [54].

Figure 5
For the extraction of PCs in the health care products studied, we used an adaptation of
the sample treatment proposed by Mikami et al. [24]. The quantitativeness of the extrac-
tion procedures was tested through the addition of known amounts of each PC. Recov-
eries of the different PCs, measured in triplicate, ranged from 93.1 to 110.2 %.
Table 3 shows the results obtained using the proposed and an HPLC reference proce-
dure. This table includes the mean values from 3 determinations of each sample, stan-
dard deviations of these measurements and the probability value (Py,) of the test used
for the comparison of the results obtained for both methods.
As can be seen, the precision of the HPLC reference method is higher than the proposed
low pressure chromatographic CL method, but the latter uses very simple, fast instru-
mentation that is cheaper and has better detection limits. The drawbacks of this method
are its lower precision and limited capacity for separation due to the column length,
although it is sufficient for the determination of these analytes.

Table 3
4. CONCLUSION
We have succeeded in the determination of a mixture of five phenolic compounds — PH,
DHBA, SA, MP and PG — using a low pressure chromatographic system with an ultra

short monolithic column (5 mm) with chemiluminescent detection.

One of the usual problems with CL detection for separative techniques is the selection
of CL conditions. Here, the use of two different chemical conditions, based on Ce(IV)-
Rhodamine 6G chemistry, for: 1) PH, DHBA and SA; and 2) MP and PG, both imple-

mented in the flow manifold, improve the sensitivity of the CL system. The results were
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chemometrically validated and compared with an HPLC reference method for the
analysis of health care products. The described method is practical, simple, rapid, easy
to maintain and inexpensive and can determine phenolic compounds at pg1”. The re-
peatability values (% RSD) fluctuate for medium levels between 2-6 %. The incorpora-
tion of electromechanically controlled rotary valves with a programmed sequence facili-

tates their use in routine analysis.
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Table 1. Different CL response (%) of PCs with different reactions

CL reactions

Ce(IV) + Ce(IV) + Ce(IV) +
Compound
Tween 20° | Rho 6G° | Tween 20 + Rho 6G°
(%) (%) (%)
Resorcinol 0.86 2.63 1.76
PH 0.00 42.33 0.00
DHBA 4.60 72.64 6.91
Rutin 0.00 0.27 0.00
Caffeic acid 0.60 0.35 0.00
Vanillin 0.74 0.77 0.00
SA 5.52 0.83 1.10
MP 0.98 100.00 4.40
PG 1.24 4.61 1.99

76.410~ M of Ce(IV), 9 % tween 20 and 1 mg1” of phenolic compounds (PCs)

©2:102 M and 4-10™* M Rho 6G and 1 mg1" of PCs

€2:10% M, 410 M Rho 6G and 9 % tween 20; 1 mg1™" of PCs

24




©Co~NoOUhwWNE

Table 2. Analytical parameters for the mixture of PCs studied.

Phenolic compounds
Parameter
PH DHBA SA MP PG

b/ mvT 0.017 0.0036 0.020 0.0031 0.114
Sy/ mV' 0.001 0.0003 0.004 0.0004 0.008
a/mg-1” 0.0191 | 0.00719 | 0.054 0.0144 1.50
Sy/mg-1" 0.0001 | 0.00004 | 0.001 0.0001 0.04
RY% 99.76 99.91 99.23 99.83 98.18

3.96:107 | 3.24-107 | 724107 | 6.57-10° 9.43-10°
LDR/M to to to to to

9.52:10° | 7.79-10° | 8.69-10° | 7.89-10° 2.36:10™
LOD/M 8.80-10% | 2.70-10F | 2.30-10% [ 5.15-107F 4.08-10°
LOQ/M 2.07-107 | 6.2810° | 5.44-107 [ 1.12:10” 9.61-10°
RSD /% 13.50 4.61 6.22 2.42 9.81
RSD" /% 4.43 2.75 5.16 3.61 6.83
RSD™ /% 436 2.86 2.59 4.17 6.67

b slope; Sy, standard deviation of slope; a intercept; S, standard deviation of intercept; R cor-
relation coefficient; LDR limit dynamic range; LOD limit of detection; LOQ limit of quan-
tification; RSD" relative standard deviation for a 0.05 mg1" (low concentration) of PCs;

RSD™ relative standard deviation for a 2 mg1" of PCs (medium concentration); RSD

relative standard deviation for a 12 mg-I"" of PCs (higher concentration).
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Table 3. Results obtained by reference and proposed methods in real samples.

Proposed Reference
Sample Analyte Puate / %

method* method*

SA 14.0+0.1 14.08 £ 0.04 75.8
Cleaning gel
MP 9.1+0.5 9.6+03 17.7
Callus corrector SA 16.8 0.4 17.96 +0.05 5.0
cream MP 42+0.2 4.289 +0.007 5.0
* Concentrations are expressed in mg-1”
26
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Figure captions

Figure 1. FIA manifold for the separation of phenolic compounds using a mini-column

with CL detection.

Figure 2. Dependence of the retention time on pH (A) and the percentage of ACN (B).
All points are the average of three replicas. Bars represent the apparition time of the
peak, the retention time and the outlet time. Conditions: pH adjusted with phosphate and
acetate buffers and hydrochloric acid (10'2 M). Conditions: 5 mg-1" of all standards.
Flow rate: 1.2 ml'min”. Loop volume: 75 pl.

Legend: @ PH B DHBA OSA OMP OPG

Figure 3. Variation of the retention time with the flow rate. Conditions of carriers: pH 3
of acetate buffer and 5% of ACN. Flow rate: variable; standards at 5 mg-l"; Loop vol-

OPH B DHBA OSA OMP OPG
ume: 75 pl. Legend:

Figure 4. Optimization of the concentrations of the CL reagents for the determination
of phenolic compounds: A) Ce(IV) concentration, maintaining constant 410" M Rho
6G, 1.5 M H,SO4 and 75 pl of loop volume; B) H,SO4 concentration, maintaining con-
stant 107 M Ce(IV), 10* M Rho 6G and 75 ul of loop volume; C) Rhodamine 6G con-
centration, maintaining constant 2:10° M Ce(IV), 2 M H,S04 and 75 pl of loop volume
M; D) loop volume, maintaining constant 102 M Ce(IV), 10* M Rho 6G and 0.5 M
H,SOy4. Figures E and F present the effect of the loop volume increase from 150 to 300
pl. In all cases we use 5 mg-l'1 for PH, SA and PG and 1 mg-l'1 for DHBA and MP.

Legend: ¢ PH, m DHBA, A SA, o MP and © PG
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Figure 5. A) Chromatogram of the phenolic compounds (1 mg1™") at optimum condi-
tions. This record has two parts separated for the change of carrier A to B at 150 s; the
first part includes PH (1), DHBA (2) and SA (3); and the second part MP (4) and PG
(5). The change of selection valve at 150 s (6) produces a small perturbation in the base-
line due to the change of Ce(IV) and Rho 6G concentrations. B) CL record for standards

and samples (cleaning gel and callus corrector cream).
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